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Tato práce se zaměřuje na výzkum působení ultrazvuku a nanočástic na nádorové 
buňky. V literární rešerši jsou popsány aplikace ultrazvukového pole v součinnosti s aplikací 
metalických nanočástic na viabilitu nádorových buněk na základě provedení in vitro 
experimentů. Smyslem aplikace metalických nanočástic by mělo být možné zesílení jejich 
protinádorového účinku díky přítomnosti ultrazvukového pole. Dále jsou v literární rešerši 
zahrnuty technické provedení přístrojů, jejich indikace a kontraindikace, parametry 
ultrazvukových polí a aplikace metalických nanočástic. Metalické nanočástice se stávají 
součástí života člověka stále více, proto je zapotřebí se jim věnovat na větší úrovni. Cílem 
práce je navrhnout způsob řešení založený na principu ozvučení buněk ultrazvukovým polem 
s vhodnými parametry v kombinaci s aplikací metalických nanočástic s následným 
provedením testů buněčné viability. Pro určení viability byl vybrán test MTT assay. Pro lepší 
pochopení ultrazvukového pole je další součástí práce proměření parametrů tohoto pole 
pomocí ponorného jehlového hydrofonu. V závěrečné části práce je nutné statistické 









This thesis focuses on the research of an effect of ultrasound and nanoparticles 
on cancer cells. In the literature search there the applications of ultrasound field 
in the interaction with aplication of metallic nanoparticles to viability of cancer cells are 
described, on the basis of in vitro experiments‘ performance. The purpose of metallic 
nanoparticles‘ application should be a possible reinforcing of its antitumor effect thanks 
to the presence of ultrasound field. In next part of the literature search there are included 
the technical performance of devices, their indications and contraindications, parameters 
of ultrasound fields and application of metallic nanoparticles. The metallic nanoparticles have 
been becoming a part of the human’s life more and more, that is why it’s necessary to deal 
with these miniature particles at a higher level. The aim of this thesis is to suggest the ways 
of resolution based on the principle of sounding of cells with the ultrasound field of suitable 
parameters and in combination with the application of metallic nanoparticles 
with a successive performance of the cell viability tests. The viability was determinated 
by the MTT assay test. Another part of this work is the measurement of parameters of this 
zone by means of a submersible needle hydrophone, for a better understanding 
of the ultrasonic zone. In the final part of this work there is necessary the statistical evaluation 
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1  Úvod 
 
 
Ultrazvukový generátor je přístroj používaný v mnoha oborech, ale nejvíce se využívá 
v lékařství při terapii nebo diagnostice. Ultrazvukové vlnění je charakterizováno frekvencemi 
vyššími než 20 kHz. V diagnostice se využívá rozhraní různých tkání s odlišnou akustickou 
impedancí, protože zde dochází k částečné změně směru šíření vln a k jejich odrazu. Jelikož 
doposud nebyl prokázán negativní účinek na biologické tkáně, jedná se o nejrozšířenější 
diagnostický systém. Otázkou jsou však stále parametry ultrazvukového pole, které by 
biologický účinek mít mohly. Jedná se především o intenzitu ultrazvuku, dobu aplikace 
a působení přímé či nepřímé. Další otázkou však může být, zda se dá ultrazvuku využít 
při podpoře chemoterapie u onkologicky nemocných pacientů, kterých je stále víc a víc.  
Česká republika patří mezi země s největší četností zhoubných nádorů. Od roku 1995 
se však daří úmrtnost stabilizovat. Hlavním faktorem vysokého výskytu rakovinného 
onemocnění, je zvyšující se průměrný věk obyvatel. Přesto, že se tímto onemocněním zabývá 
stále více pracovišť, je mnoho druhů onkologických onemocnění stále nevyléčitelných. 
Jedním ze způsobů léčby by mohlo být dodatečné snížení viability nádorových buněk 
pomocí metalických nanočástic při standardní aplikaci. Pod vlivem ultrazvuku by mohly 
nanočástice cíleně vstupovat do nádorových buněk, a tím snižovat jejich viabilitu. Tato 
domněnka je podpořena známou existencí antibakteriálních účinků některých metalických 
nanočástic [1]. Metalické nanočástice se stávají součástí života člověka stále více, proto je 
zapotřebí se těmto objektům menším než 100 nm věnovat na větší úrovni. Nanočástice 
se běžně vyskytují ve výrobcích, jako jsou například kosmetické přípravky, opalovací krémy, 
potraviny, prádlo a mnoho dalších [2]. Jelikož nejsou jejich účinky stále zcela vysvětleny, 
jsou velkým zájmem pro bádání na mnoha vědeckých pracovištích. U nanočástic kovů však 
byla sledována i jejich toxicita. Otázkou zde zůstává fakt, jak je toxicita metalických 
nanočástic ovlivněna ultrazvukovým polem. Z výsledku mnoha prací vyplývá, že 
se ultrazvukové pole využívá k posílení účinků léčiv a také k cílenému doručení léčiv [3]. 
V úvodní kapitole se diplomová práce zabývá obecnými vlastnostmi ultrazvuku, jeho 
parametry, složením a typem měničů. Mezi základní parametry ultrazvukového pole mohou 
být zařazeny například frekvence, vlnová délka, energie ultrazvukových vln, akustický tlak 
a intenzita. Další prostor je věnován také aplikaci ultrazvukové terapie a interakce 
ultrazvukového pole s biologickými soustavami, protože celá tato práce s aplikací ultrazvuku 
souvisí. Zde se tyto kapitoly věnují hlavně kavitaci a sonoporaci. V další části se práce zabývá 
metalickými nanočásticemi, konkrétně jejich složením, účinkem a výskytem. Následující část 
práce je věnována návrhu způsobu řešení založeném na principu ozvučení buněk v kombinaci 
s metalickými nanočásticemi a následným provedením testů buněčné viability. Na základě 
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měření a poznatků jsou další dvě kapitoly věnovány sběru dat a jejich zpracování. Konkrétně 
jde o zpracování dat ultrazvukového pole. Tato část práce byla prováděna z důvodu 
pochopení, jak ultrazvukové pole vypadá. Nejdůležitější částí diplomové práce je však 
statistické zpracování viability jednotlivých experimentálních skupin, tedy buněk ovlivněných 
nanočásticemi, ultrazvukovým polem a jejich kombinací. Závěrem této práce je pak diskuze 
nad danými výsledky. 
Cílem mé diplomové práce je vyhodnotit vliv ultrazvukového pole v součinnosti 
s aplikací metalických nanočástic na viabilitu nádorových buněk na základě provedení in vitro 
experimentů. Konkrétně je účinek vyhodnocován na nádorových buňkách kožního melanomu 
při současném použití intenzity ultrazvuku 1 W.cm-2 a nanočástic stříbra, zlata a zinku. 
Tato práce byla podpořena grantem GAČR 13-04408P s názvem Ovlivnění 
nádorových buněk kombinovaným působením nanočástic a ultrazvukového pole. Grant je 
určen pro rok 2013-2014 Biofyzikálnímu ústavu Masarykovy univerzity a odpovědným 




2  Ultrazvuk 
 
 
Ultrazvuk může být obecně definován jako mechanické vlnění s kmitočty vyššími než 
20 kHz, které se šíří v pružném prostředí ve formě ultrazvukových vln od zdroje kmitů. Jedná 
se o vyšší kmitočtový rozsah, než je horní frekvenční mez slyšitelných kmitočtů zvuku. 
Jestliže se ultrazvuková vlna šíří v neohraničeném prostředí od zdroje, a sousední částice 
kmitají se stejnou fází, tvoří vlnoplochu, kterou můžeme rozdělit na tři základní typy – 








       (1) 
 
kde µ je okamžitá výchylka v čase t [s], c je rychlost šíření vlny [m.s-1], ω je kruhová 
frekvence [s
-1
] a A je amplituda výchylky, která klesá se vzdáleností, což je poloměr r [m]. 





tAtx   ,    (2) 
 
kde x je souřadnice polohy dráhy a x/c je   (fázový úhel) [1]. Vlnoplochy mohou mít 
také tvar vzájemně souosých válců a tvořit tak válcové vlny (zde je zdrojem vlny přímka nebo 








tr   .    (3) 
 
Druh ultrazvukových vln se liší v závislosti na prostředí, kterým se šíří. Jejich rozdíl 
spočívá ve způsobu pohybu částic prostředí vzhledem ke směru postupu vlny. Nejznámější 
ultrazvukovou vlnou je vlna podélná. Zde částice prostředí kmitají přímočaře ve směru šíření 
vlny a vzniká střídavé zhušťování a zřeďování částic prostředí, a tím dochází i ke změně 
objemu. Podélné vlny se mohou šířit v kapalném nebo plynném prostředí a rychlost šíření 
závisí na tlaku a hustotě daného prostředí. Dalším druhem ultrazvukových vln jsou vlny 
příčné, které se šíří v tuhém prostředí. Částice prostředí kmitají kolmo na směr šíření vlny [4]. 
Jiným typem vln jsou Rayleighovy a Leovy vlny, které jsou zvláštním typem 
transverzálních vln.  U Rayleighových vln je kmitání částic kolem rovnovážné polohy složeno 
ze dvou vektorů. Vektor, který je kolmý na směr šíření, má větší velikost než vektor, který má 
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směr šíření rovnoběžný. U Leových vln částice prostředí kmitají jen transverzálním pohybem 
v rovině rovnoběžné s povrchem [1]. 
 
 
2.1.1 Blízké pole 
 
 
Jedná se o použití vyšších ultrazvukových frekvencí, u kterých je průměr kmitajícího 
zdroje větší než délka ultrazvukové vlny. Délka blízkého pole je tedy vzdálenost posledního 
maxima v ose akustického tlaku. V celém blízkém poli se vyskytují maxima a minima 
akustického tlaku, což lze vysvětlit interferencemi ultrazvukových kmitů, které přicházejí 
do jednotlivých míst z různých bodů zdrojů s různou fází. Akustický tlak je proto výslednice 
amplitud a fází dílčích vln. Výsledkem jsou pak složité amplitudové a fázové poměry. 
V blízkém poli nedochází k rozbíhání ultrazvukového svazku, protože příčný řez blízkého 
pole má téměř stejný tvar jako zdroj kmitů. Naměřené hodnoty akustického tlaku nemohou 
být vpravo a vlevo od měniče rotačně symetrické, protože je teoretický předpoklad pístového 
kmitání splněn jen částečně. Pokud dochází k většímu tlumení zdroje, pak je předpoklad lépe 
splněn a při vyšších frekvencích je počet maxim a minim větší. Elementární plocha kmitající 
desky, která má plochu dS vysílá do prostoru před sebou akustický tlak dp, daný v bodě 










 ,     (4) 
 
kde p0=P0e
jωr, což je akustický tlak [Pa] v prostředí nacházející se těsně u kmitající desky 
a r je vzdálenost od zdroje [4]. 
 
2.1.2 Vzdálené pole 
 
 
Vzdálené pole začíná ve vzdálenosti, která je větší, než je poslední maximum 
akustického tlaku na ose zdroje. Teoreticky tedy vzdálené pole začíná na konci pole blízkého. 
Prakticky se mezi oběma poli však nachází tzv. přechodná oblast, protože akustický tlak 
neklesá lineárně se vzdáleností. V tomto poli akustický tlak klesá rovnoměrně se vzdáleností 
na ose zdroje. Průřez ultrazvukového svazku nezůstává konstantní, ale rozbíhá se. Extrémy 
akustického tlaku se vyskytují mimo osu. Průběh akustického tlaku, který je vyzařován 





















PP  ,     (5) 
 
 
kde J1 je Besselova funkce prvního druhu, l0 je délka blízkého pole, r je průvodič od středu 
zdroje, D je průměr kruhového zdroje a φ je úhel průvodiče r od osy zdroje [4]. 
 
 
2.1.3 Šíření ultrazvukových vln 
 
 
Tuhé látky se odlišují od kapalných z důvodu odlišných meziatomových vazebných 
sil. V kapalinách se rychlost šíření vln nemění se směrem. To samé platí i u tuhých látek, 
které se jeví jako izotropní. U anizotropních látek (např. krystalů) závisí rychlost šíření 
ultrazvukových vln na orientaci. Rychlost šíření ultrazvukových vln v kapalinách závisí 
na tlaku a hustotě prostředí. Dochází zde k šíření podélných vln, protože při velké viskozitě 
nekladou kapalné látky žádný odpor smykovému namáhání. Rychlost šíření ultrazvukových 
vln v kapalinách se mění s teplotou. Se stoupajícím tlakem se zvyšuje rychlost šíření ve vodě 
přibližně o 0,1 % na 1 MPa, z čehož může být usouzeno, že vliv tlaku p na rychlost šíření je 
zanedbatelný. V plynech je rychlost šíření ultrazvukových vln nezávislá na frekvenci [1]. 
 
 
2.1.4 Útlum ultrazvukových vln 
 
 
Jakmile prochází ultrazvuková vlna prostředím, dochází k poklesu její energie 
a akustického tlaku. Příčinou může být pohlcování, odraz, lom, ohyb a rozptyl na rozhraní 
dvou prostředí s různými akustickými impedancemi. Její velikost je dána součinem rychlosti 
šíření ultrazvuku a hustoty prostředí, kterým se ultrazvuková vlna šíří. Mezi sondou 
ultrazvuku a povrchem těla je vzduchová vrstva, kvůli které by docházelo k velkým odrazům 
na rozhraní vzduch – kůže. Proto se před vyšetřením nanáší na povrch těla ultrazvukový gel, 
kterým se zajistí impedanční přizpůsobení [4].   
Při pohlcování se mechanická energie přeměňuje v tepelnou kvůli vnitřnímu tření 
kmitajících částic. V tuhých látkách dochází k pohlcování z důvodu vnitřního tření, 
hysterezních ztrát, plastického tečení a relaxačních a tepelných jevů. K útlumu podélných vln 
dochází častěji než k útlumu vln příčných z důvodu adiabatických změn objemu. 
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Odraz, lom, ohyb a rozptyl se vyskytují především v nehomogenních 
a polykrystalických prostředích s neideálními elastickými vlastnostmi. Příčinou může být 
například dopad vln na rozhraní v nehomogenní látce. Pokud má prostředí tenkou vrstvu 
a tloušťku dl ve vzdálenosti l od počátku, dochází při konstantním útlumu α na jednotku délky 





 .      (6) 
 




 0 ,      (7) 
 
kde P0 je počáteční akustický tlak [Pa] a α je činitel útlumu prostředí [Np.m
-1
]. 
V kapalinách a plynech je útlum ultrazvukových vln závislý na ztrátách αv 

















 ,   (8) 
 
kde ρ je hustota [kg.m-3], c je rychlost ultrazvuku [m.s-1], η je dynamická viskozita [Pa.s], λT 






 Obecně je útlum ultrazvuku závislý na teplotě prostředí a frekvenci. V kapalinách 
klesá s teplotou rychlost šíření, a tím stoupá jejich útlum. Útlum vody však s teplotou klesá. 






Ultrazvukové generátory se skládají z vysokofrekvenčního generátoru střídavého 
napětí, mající většinou sinusový průběh, zesilovače a měniče [5]. 
Měniče jsou základním zdrojem a přijímačem ultrazvuku, které převádějí elektrickou 
energii na mechanickou a naopak. Pro měření s ultrazvukem se v současnosti používají pouze 
měniče piezoelektrické a magnetostrikční, ve kterých se přeměňuje energie na úrovni molekul 
díky elastickým a elektromagnetickým vazbám.  
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Piezoelektrické měniče pracují na principu piezoelektrického jevu. Ten spočívá v tom, 
že látky s piezoelektrickými vlastnostmi (např. křemen) se vyskytují ve formě krystalů. Jejich 
ionty tvoří krystalovou mřížku a při deformaci krystalu se negativní i pozitivní ionty posunou 
tak, aby každá část krystalu získala elektrický dipólový moment, a tak vznikne na celém 
krystalu náboj. Piezoelektrické krystaly (respektive přesněji používaná piezoelektrická 
kovová keramika) jsou anizotropní z důvodu toho, že elektrické napětí, které vzniká 
na krystalu, je přímo úměrné namáhání v krystalu a závisí na jeho směru vzhledem k osám 








 ,     (9) 
 
kde je dik piezoelektrický součinitel [m.V
-1
], Uv=lE, což je napětí na elektrodách měniče [V] 
a Δl je rozměr měniče [m]. 
Magnetostrikční měniče pracují na principu magnetostrikce, která se může vyskytovat 
u feromagnetických materiálů. Pokud se vloží tyč, vyrobená z magnetostrikčního materiálu, 
do magnetického pole, bude docházet k její deformaci. Nejznámějším magnetostrikčním 
materiálem je například nikl, kobalt nebo ferity. Magnetostrikční jev je však pouze 
jednostranný, což znamená, že se změna délky projevuje jen na jednu stranu [4]. 
 
 
2.2 Aplikace ultrazvukové terapie 
 
  
Lidský organismus se může považovat jako nehomogenní vrstevnaté prostředí. Každý 
orgán a tkáně mají své akustické impedance a na jejich rozhraních se vyzařovaný výkon 
rozděluje nerovnoměrně. Z důvodu velkého tlakového spádu vznikají uvnitř ultrazvukové 
vlny a mezi částicemi prostředí velké vzájemné pohyby, které způsobují v tkáních 
mikromasážní spojení s lepším prokrvením, což může způsobovat například rychlejší hojení 
ran. V daných tkáních i orgánech dochází také k útlumu a absorpci ultrazvukové energie, 
která se tak mění v teplo. Velikost signálu se vzdáleností v určitém prostředí klesá 






 ,     (10) 
 
kde I0 je vztažná hodnota intenzity ultrazvuku [W.m
-2
], α je činitel útlumu na jednotku 
vzdálenosti [dB/m] a x je vzdálenost [m]. Plyny mají nejvyšší hodnoty činitele útlumu 
a nejnižší hodnoty mají kovy. 
18 
 









L      (11) 
 




 22,1arcsin .    (12) 
 
V ultrazvukové terapii se jedná o aplikace výkonové, což se u ultrazvukové 
diagnostiky říct nedá. Piezoelektrický měnič je vodotěsně vsunutý v terapeutické hlavici. 
Buzení měničů je zpravidla realizováno kontinuálně vysílanou nosnou vlnou. Zcela zásadní je 
tloušťka krycí vrstvy ultrazvukového měniče ve směru vyzařování [6]. 
 
 
2.2.1 Riziko ultrazvuku  
 
 
Velikost intenzity ultrazvuku by měla být co nejmenší, avšak účinná pro terapii 
a diagnostiku. Žádná rizika pro zdraví škodlivé či nebezpečné však doposud nebyla 
prokázána. Světová zdravotnická organizace (WHO) vypracovala v roce 1976 první 
doporučení, ale v současné době platí při diagnostických postupech v rozsahu 1-20 MHz 
nařízení, aby intenzita nepřekročila 7,2 kW.m-2 při expozičním čase 1-500 s. U prvních 
poznatků aplikovaná intenzita neměla překročit 1 kW.cm-2 při expozičním čase 1-500 s. 
Dávka ultrazvuku by neměla překročit 105 J.m-2. V ultrazvukové terapii pak nesmí být 
překročena hodnota 30 kW.m-2 při expoziční době 15 min [6]. 
 
 
2.2.2 Fyzikální terapie 
 
 
Mezi nejdůležitější parametry terapeutických zařízení patří pracovní frekvence, 
provedení ultrazvukové hlavice, konstrukční řešení přístroje, druh provozu, velikost dávky 
a kontrola těchto dávek. Pracovní frekvence ultrazvuku se volí v závislosti na hloubce vniku. 
Mezinárodně zavedenou frekvencí je při terapii velikost 800 kHz, výjimečně pak 1,6 MHz. 
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Poloviční hloubka vniku je ve tkáni 5-7 cm a jedná se o hloubku, ve které intenzita ultrazvuku 
vůči své hodnotě na povrchu těla klesá na polovinu. Při vysokých frekvencích je absorpce 
ultrazvuku tak velká, že ultrazvuk působí jen na tkáně, které se nachází co nejblíže k povrchu 








2.2.3 Léčebná hlediska  
 
 
Ultrazvuk se může aplikovat buď přímým, nebo nepřímým ozvučováním. Přímé 
ozvučování je lokální a nepřímé ozvučování je paravertebrální ozvučování nervově 
přidružených segmentů páteře. Oba způsoby lze realizovat přímým nebo nepřímým 
kontaktem hlavice s kůží pacienta. Kontakt by měl být prováděn přes vazebné prostředí nebo 
ve vodní lázni 1-3 cm od kůže [7]. 
Léčba terapeutickým ultrazvukem se osvědčila také u chronických onemocnění 
kloubů, zánětu šlach a nervů. V kombinaci s rentgenovým zářením se ultrazvuk úspěšně 
používá při léčbě nádorů. Při předchozím ozvučení se dokonce zvyšuje citlivost tkání vůči 
ionizujícímu záření. Dále se ultrazvuk používá například v revmatologii, ortopedii, 
traumatologii, neurologii a mnoho dalších. 
Kontraindikací léčby pomocí ultrazvuku je srdeční choroba, těhotenství a nesmí 









Někdy se může použít ultrazvuk k destrukci mikrobů v malém množství bakteriální 
suspenze v případě, že se mikroby nacházejí v blízkém poli. V praxi se však tato metoda příliš 
nepoužívá, protože výsledek není jistý. Ultrazvuk se však používá například k čištění silně 
znečištěných skleněných předmětů, čištění brýlí nebo trysek [8].  
 
 
2.3  Parametry ultrazvukových polí 
 
 
Frekvence a vlnová délka 
 
Mezi základní veličiny charakterizující ultrazvukovou vlnu patří frekvence a vlnová 
délka. Pokud jsou ultrazvukové vlny vysílány do prostředí spojitě nebo ve tvaru impulsů, 
může se definovat délka vlny λ. V daném časovém intervalu se pak opakuje několik kmitů 
s frekvencí f. Vlnovou délkou se rozumí nejbližší vzdálenost dvou míst ultrazvukové vlny, 




cT  ,      (13) 
 
kde c je rychlost šíření vln [m.s-1] a T je perioda [s]. Jestliže je frekvence konstantní, 
vlnová délka ultrazvukových vln je závislá na rychlosti šíření ultrazvuku daným prostředím. 
Tuhé prostředí má mnohem vyšší úroveň kohezních intermolekulárních sil než má prostředí 
kapalné nebo plynné a na základě toho můžou látky přenášet všechny typy vln. Fázová 
rychlost šíření podélných vln v tuhých látkách se liší dle poměru vlnové délky λ a rozměrů 
prostředí. S teplotou se mění i rychlost šíření akustických vln, což znamená, že rychlost šíření 
ultrazvukových vln ve vodě při normálním atmosférickém tlaku roste s teplotou až do 74 °C 
a pokud se teplota dále zvyšuje, rychlost šíření ultrazvukových vln se snižuje [1]. Rychlost 







Graf 1.: Graf rychlosti šíření ultrazvuku v destilované vodě v závislosti na teplotě [9] 
 
S rostoucím tlakem se rychlost šíření ve vodě zvyšuje o 0,1 % na 1 MPa, z čehož 
vyplývá, že tlak má jen nepatrný vliv na rychlost šíření. Rychlost šíření může být kromě 
teploty a tlaku ovlivněna také koncentrací jednotlivých složek v roztoku. Pro malé 
koncentrace lze tuto závislost vyjádřit lineárně. Pro rychlost šíření ultrazvuku v ideálním 




c  ,     (14) 
 
kde p je tlak plynu [Pa] a  je poměr měrných tepel při konstantním tlaku 

























Energie ultrazvukových vln 
 
Jakmile prochází ultrazvuková vlna prostředím, jeho elementy se pohybují a deformují 
a získávají tím kinetickou a potenciální energii. Tuto energii dodává zdroj působením 
na přilehlé elementy prostředí silou, jež koná práci. Stejně tak na sebe působí i dva sousední 
elementy prostředí a energie tak přechází z jednoho na druhý ve směru, kterým se vlna 
šíří [1]. Pro stanovení hustoty energie vlnění w se používá podélná harmonická vlna, která 





tAtx   .    (15) 
 
 
Akustický tlak a intenzita 
 
Jakmile ultrazvuková vlna prochází prostředím, vzniká akustický tlak p. Ten je pak 
s akustickou rychlostí v dán vztahem 
 
p=zv,      (16) 
 
kde z je měrná akustická impedance [Pa.s.m-1]. Akustická impedance je obecně 
komplexní, protože mezi akustickým tlakem a rychlostí může vznikat fázový posun [4]. 
Intenzitu můžeme měřit při použití malé plochy, kterou postavíme kolmo na směr 








 .     (17) 
 
Pro akustickou impedanci Z platí vztah 
 
cZ  ,     (18) 
 
kde c je rychlost vlnění a ρ je hustota prostředí [kg.m-3]. Akustická impedance kapalin 
je asi tisíckrát vyšší než u plynů, z čehož vyplývá, že i intenzita vlnění v kapalině je větší než 
intenzita v plynu. Akustický tlak je spojen se zhušťováním a zřeďováním pružného prostředí, 
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protože při nich dochází k tlakovým rozdílům. V místě zhuštění dochází k přetlaku a v místě 

















Měření statického tlaku 
 
Měření statického tlaku je založeno na změně akustické impedance měrného vzorku, 
který je vystaven měřenému tlaku vzhledem k impedanci srovnávacího vzorku. 
Elektroakustický měnič je buzen frekvencí 30 MHz a je přitmelen k měrnému a srovnávacímu 
rezonátoru. Měnič je naladěn na frekvenci vysokofrekvenčního generátoru. Detekuje 




3  Interakce ultrazvukového pole 
s biologickými strukturami 
 
 
Interakce ultrazvuku s biologickými strukturami je studována na mnoha výzkumných 
pracovištích. Teoretický model interakce bývá spojován s vysokou variabilitou biologického 
prostředí a proměnlivostí faktorů. K popisu ultrazvukového pole v reálném homogenním 
prostředí se používá Frauenhoferova a Fresnelova oblast1 ultrazvukového pole. Účinky 
ultrazvuku se hodnotí dle termálních a netermálních vlivů. Pokud dochází k absorpci 
ultrazvukové energie, dochází k nárůstu teploty prostředí, zvyšuje se kinetická energie 
molekul prostředí, vibrace a rotační pohyb molekul. Zvýšení teploty tedy závisí na množství 
absorbované energie, měrné tepelné kapacitě prostředí, geometrii prostředí a na dynamické 
rovnováze mezi přívodem a odvodem tepla. Kvůli nehomogenitě biologického prostředí 
se však popis ultrazvukového ohřevu tkáně komplikuje. Lokální zvýšení teploty je dáno 
intenzitou ultrazvukového pole, absorpčním koeficientem prostředí a akustickou impedancí. 
V reálných systémech je teplo z místa ohřevu odváděno kondukcí a konvencí. Dalším 
faktorem, který vzniká při průchodu ultrazvukové vlny prostředím, je kavitace. Kavitace patří 
mezi netermální účinky ultrazvuku [10].  
Dále můžeme účinky ultrazvuku rozdělit na účinky primární a sekundární. Mezi 
primární účinky patří mechanická povaha ultrazvukové vlny a mechanické účinky kavitace. 
Sekundární účinky zahrnují všechny ostatní účinky kromě mechanických. Příkladem může 
být energie chemická, tepelná a elektromagnetická [11]. Vlivem ultrazvuku může docházet 
také k excitaci molekul, a tím k urychlení chemických reakcí. Účinkem ultrazvuku je možné 
připravit velmi jemné suspenze, emulze, pěny a aerosoly [12]. Ultrazvuk může mít i účinky 
koagulační, které slouží k čištění plynů, nebo může vyvolávat štěpení některých 
vysokomolekulárních látek a polymerizaci molekul [13]. 
Účinky ultrazvukového pole můžou být rozděleny také na přímé a nepřímé. 
K přímému účinku dochází při úplné přítomnosti ultrazvukového pole. Nepřímé účinky 
se vyskytují i za nepřítomnosti ultrazvukového pole a jsou zprostředkovány ozvučeným 
prostředím. 
Z hlediska funkčnosti buněk dochází při ozvučení ultrazvukem k inhibici nebo 
stimulaci jejich viability. Mezi stimulační faktor může být zařazen například tepelný účinek 
a mechanický stres. Stimulační účinky lze prokázat při nižších intenzitách ultrazvuku a jen 
                                               
1
 Fresnelova oblast se nachází v blízkém ultrazvukovém poli, kde jsou složité amplitudové a fázové 
poměry a Frauenhoferova oblast se nachází ve vzdáleném poli, kde akustický tlak klesá rovnoměrně 




u buněk s vysokou regenerační aktivitou. U buněk pak dochází k rychlejšímu růstu i rychlejší 
diferenciaci [11]. Při inhibičních účincích dochází k potlačení nebo útlumu buněčných 
životních funkcí, které mohou vést až ke smrti buňky. Změny reagují především 
na membránové struktury – mitochondrie a endoplasmatické retikulum. Dle poškození 
a životaschopnosti buňky můžou být účinky ultrazvuku dále děleny na reverzibilní 
a ireverzibilní. Zda je účinek reverzibilní nebo ireverzibilní závisí na použité intenzitě 




3.1 Ultrazvuk na úrovni buňky 
 
 
Pro účinek ultrazvuku na buněčné úrovni bylo doloženo mnoho důkazů, které 
dokládají funkční i morfologické změny. Tyto účinky mohou u buňky vyvolat buď inhibici, 
nebo stimulaci. Inhibiční účinky se mohou dělit na reverzibilní a ireverzibilní. Reverzibilní 
účinky způsobují zpomalení nebo jen dočasnou zástavu životních pochodů buňky. 
Ireverzibilní účinky způsobují trvalou zástavu životních funkcí buňky a často vedou ke smrti 
buňky. Při ireverzibilních změnách dochází ke změnám membránových systémů a tím pádem 
i ke smrti buňky. Stimulační účinky způsobují jen minimální strukturální změny a jedná 
se spíše o změny reverzibilní. Při ozvučení buňky ultrazvukem dochází ke snížení vitální 
aktivity buňky a poté ke zvýšení aktivity – stimulaci. Hlavní příčinou stimulace je tepelný 
účinek a mechanický stres. 
Ozvučení buněčné suspenze s ohledem na intenzitu ultrazvuku může vést také k lýze 
buněk. Zde je hlavím důvodem kavitace. Ultrazvuk může mít dále také vliv 







Kavitace je děj, při kterém vznikají kmitající plynové bubliny. Ty se při dané hladině 
intenzity ultrazvuku tvoří zejména v tekutých prostředích v podtlakové fázi ultrazvukové 
vlny. Kmitání bublin je radiální, kdy se zvětšuje a zmenšuje jejich objem. To může vést až 
ke kolapsu buňky, při kterém se bublina rozpadne na několik menších, což je provázeno 
uvolněním energie v podobě prudké změny tlaku, která se pak dále šíří jako mikroskopická 
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rázová vlna. Rázové vlny pak mohou poškodit okolní biologické struktury. Při kavitaci dále 
mohou vznikat volné radikály, které chemicky poškozují biologické systémy a propustnost 
biologických membrán. Kavitace se může dělit na kavitaci přechodnou (kolapsovou) a stálou 
(rezonanční) dle charakteru a délky kmitání bublin [15]. 
Obecně má kavitace netermální účinky a je závislá na fyzikálních a chemických 
vlastnostech prostředí a intenzitě přítomného ultrazvukového pole. Přítomnost kavitace je 
limitována prahovou intenzitou ultrazvuku [11]. 
Pokud se uvolňují plyny rozpuštěné v roztocích v podobě bublinek, hovoříme 
o pseudokavitaci. Při kavitačních jevech vznikají volné radikály a dochází k výrazným 






Sonoporace je ultrazvukem změněná struktura buněčných membrán, čímž může 
docházet k lepší absorpci látek do buňky. Tento jev využívá akustické kavitace mikrobublin.  
V běžné praxi se používají pro vyšetření ultrazvukem kontrastní látky, které 
se přidávají do krevního oběhu. Tyto látky se skládají z mikroskopicky malých bublinek, 
které jsou zapouzdřené nejčastěji ve fosfolipidech. Během vyšetření ultrazvukem 
mikrobubliny oscilují, rozšiřují se a následně se smršťují v závislosti na elastických 
vlastnostech, vlastnostech prostředí a akustickém nastavení. Při působení ultrazvukem 
se zvyšuje buněčné vychytávání léků. Tato zvýšená absorpce je pravděpodobně způsobena 
z důvodu vytvoření přechodných pórů v buněčné membráně. Tyto póry se uzavírají během 
jedné minuty, a proto se celkový jev nazývá sonoporace. K vysvětlení sonoporace se uvádí 
pět hypotéz, které nám ukazuje Obrázek 2. Patří sem posunutí, tahání, tryskání, proudění 











 Během fáze expanze se může mikrobublina dotýkat povrchu buněčné membrány. Její 
,,posunutí“ vpřed by pak mohlo způsobit narušení membrány. K ,,posunutí“ dochází zpravidla 
v půli ultrazvukového cyklu. Mikrobubliny jsou pružnější než buňky, proto pokud nejsou 





Během koncentrační fáze oscilujících mikrobublin se do nich může ,,natáhnout“ 
cytoplazma. Tohle ,,natažení“ cytoplazmy by mohlo způsobit narušení buněčné membrány. 
I tento způsob sonoporace by se měl objevit v půli ultrazvukového cyklu. V normálních 
podmínkách však kontrakce mikrobublin během ultrazvukového cyklu nevede k inerciálnímu 








,,Tryskání“ je asymetrický kolaps bubliny, který vytváří trychtýřovitý výstupek přes 
střed bubliny směřující k povrchu bubliny. Jev se vyskytuje do půli ultrazvukového cyklu 
a dochází k němu převážně při použití vysoké akustické amplitudy. Nejedná se však 





Pokud je mikrobublina fixována k membráně, tekutina proudící kolem kmitavých 
bublin vytváří dostatečný tlak, který může způsobit roztržení membrány. 
Stávající výzkum prokázal, že proudící mechanismus je vázán podmínkami a měl by fungovat 





Kvůli radiaci můžou zapouzdřené lipidy mikrobublin ,,pronikat“ přes buněčné 
membrány nebo kanály obsažené v buněčné membráně. Mikrobubliny mohou ztratit část 
svého povrchu. V důsledku toho se po vstupu plynu rozpustí. V případě terapie může být 
léčebná látka doručena přímo do cílové buňky. Tento mechanismus vyžaduje dlouhou 
impulzní délku a nízkou akustickou amplitudu [17].  
Obrázek 3 ukazuje schematickou reprezentaci lipidově zapouzdřené mikrobubliny 






Obrázek 3.: Lipidově zapouzdřené mikrobubliny pronikající do buňky radiací [17] 
 
Všech pět mechanizmů vyžaduje přítomnost mikrobublin v okolí buněk. Navzdory 
spekulacím však klinické ultrazvukové přístroje neposkytují dostatečně silné pole, aby 
se mikrobubliny v krvi vytvořily. Bylo dokonce zjištěno, že buněčné membrány samy působí 




3.4 Sonodynamická terapie 
 
 
Sonodynamická terapie nádorových onemocnění je založena na absorpci nebo 
zadržení sonosenzitivního léčiva v nádorových tkáních a následná aktivace léku 
ultrazvukovým vlněním. Ultrazvuk může pronikat hluboko do tkání a může být zaměřen 
i na velmi malé oblasti nádoru. Jedná se o unikátní výhodu v neinvazivní léčbě nádorů 
ve srovnání s laserovým světlem používaným pro fotodynamickou terapii. V poslední době 
bylo zjištěno, že například fotochemicky aktivní porfyriny vykazují významné protinádorové 
účinky při aktivaci pomocí ultrazvuku. Mnohé mechanizmy sonodynamické terapie jsou 
založeny na reakcích volných radikálů vzniklých při působení ultrazvukových polí. Aplikace 
sonodynamické terapie v klinických podmínkách jsou velmi složité. Problémem je zde vysoce 






Kromě sonochemických účinků na buňky může ozvučení negativně působit 
i na biologické prostředí. Pokud se pohybuje bublina kolem buněk velmi rychle, může dojít 
k erozi, involuci nebo k tryskání. Dokonce i proudící tekutiny kolem oscilační bubliny mohou 
mít za následek zvýšení smykového napětí, a tím může docházet k buněčné destrukci. Změny 
v některých parametrech během sonolýzy můžou mít za následek změny při kavitaci (teplota, 
tlak, frekvence, intenzita, atd.). Dalším parametrem, který má za následek poškození buněk, je 
viskozita prostředí. Pokud viskozita vzrůstá, klesá stupeň a četnost poškození buněk.  
Doloženým důkazem je výzkum Millera, Clarka a Hilla, kteří zjistili, že lýza buněk je 
úzce spojena s kavitací. Miller dále studoval lýzy červených krvinek při působení ultrazvuku 
o frekvencích v MHz. Zabýval se především velikostí buňky, koncentrací rozpuštěného 
kyslíku, osmolalitou roztoku ve vztahu k buňce a délkou impulsu. Efekt ultrazvukového pole 
při sonodynamické terapii může být zvýšen přídavkem látek, po kterých dochází k tomu, že 











Sonochemický efekt způsobený hydroxylovými radikály 
 
Inerciální kavitace je proces, který může vést k pyrolýze vodní páry uvnitř bubliny, 
čímž se vytváří velmi reaktivní hydroxylový radikál a atom vodíku. Studie od Flynna 
dokazují, že tlakově závislé jevy jsou konstantní v závislosti na tepelné vodivosti vzácných 
plynů. Tyto studie naznačují, že fyzikální účinky ultrazvuku na buňky jsou důležitější než 
chemické účinky ultrazvuku. Výsledkem všech pokusů je, že inerciální kavitace vytváří volné 
radikály a jejich biologická účinnost je závislá na jejich šíření do buňky [18]. 
 
 
Sonochemické účinky způsobené jinými volnými radikály 
 
Ačkoli kavitace produkovaná ultrazvukem může generovat hydroxylové radikály 
a vodíkové atomy, tak na rozdíl od ionizujícího záření existují pouze omezené důkazy 
o genotoxickém potenciálu ultrazvuku. Neexistuje však přesvědčivý důkaz, že kavitace může 








4  Nanočástice 
 
 
Každý člověk konzumuje v jídle různé přirozené nanočástice, aniž by o tom věděl. 
Například v mléce se můžou vyskytovat shluky bílkoviny kaseinu, které mají velikost kolem 
sta nanometrů. Do potravin se však můžou přidávat i uměle vyrobené nanočástice 
pro zlepšení vlastností jídla. Jiným příkladem použití nanočástic je při výrobě potravinářských 
obalů. Některé PET lahve mohou obsahovat nitrid titaničitý a u konzerv a lednic se můžou 
nacházet antibakteriální nanočástice stříbra [19]. 
Nanočástice mohou být využitelné také pro léčbu rakoviny a její diagnostiku. 
Používají se pro cílenou léčbu a jsou jednou z mnoha nejdůležitějších podmínek pro dosažení 
vynikajících výsledků. Běžně se používají při chemoterapii, genové terapii, molekulárním 
zobrazování, atd. Velmi záleží na cestě podání, velikosti a vlastnostech nanočástic. Většinou 
jsou aplikovány spolu s chemoterapií injekčně do krevního oběhu. Biodistribuce těchto částic 
je závislá na vlastnostech krve, orgánů a tkání. Průnik částic z kapilár do nádoru demonstruje 
Obrázek 4. Obecně platí, že struktura složitější nanočástice se specifickou funkcí má jádro, 
plášť a povrch. Jádro určuje velikost částic a skládá se z neaktivní matrice. Účinnou látku 








Magnetické nanočástice se používají především pro hypertermní léčbu rakoviny 
a k cílení nanočástic. V diagnostických metodách se magnetické nanočástice využívají 






Stříbro je prvek, který se používá k výrobě šperků, mincí, v zubním lékařství, 
a v elektronických zařízeních. Stříbro se používalo také k ničení bakterií v řezných ranách 
(dříve než byly vynalezeny antibiotika) z důvodu velkého podílu atomů na jejich povrchu. 
Tvar stříbrných nanočástic nám ukazuje Obrázek 5. Stejně jako u všech kovů má stříbro 
dobrou elektrickou a tepelnou vodivost. Nanočástice stříbra se používají jako antimikrobiální 
látky. Příkladem může být použití: 
 
•  jako antimikrobiální prostředek pro léčbu ran v krystalické formě 
•  jako usazeniny v plastových koších pro skladování potravin, aby byly zabity 
bakterie z jakéhokoli jídla  
•  na zničení zápachu způsobeného mikroorganismy 
•  k vytvoření levných filtrů z uhlíkových nanotrubiček a stříbrných nanovláken 
k zabíjení bakterií v pitné vodě [21] 
 
Aktuální in vitro pokusy dokazují, že stříbro má potenciál k navození toxicity 
v buňkách různých orgánů. Nanočástice stříbra se přidávají do různých kosmetických 
přípravků a praček (jako jsou například antibakteriální spreje do bot, pračky s přídavky 
stříbra) z důvodu jejich antibakteriálního účinku při výrazně nižší toxicitě než má iontové 
stříbro. Při studiích účinku nanočástic na jaterní buňky krys docházelo ke snížení 






Obrázek 5.: Elektromikroskopický snímek nanočástice stříbra [22] 
 
Vědci z Lékařské a Přírodovědecké fakulty Univerzity Palackého mají řešení proti 
odolnosti bakterií vůči léčbě antibiotik. Prokázali, že se účinnost antibiotik zvyšuje při přidání 
sloučenin stříbra, případně mikročástic či nanočástic tohoto vzorku. Antibiotika se pak 
v takových případech mohou aplikovat v nižších dávkách, a tím tak účinkovat i na bakterie, 
vůči kterým byly dříve rezistentní. Tento objev je již přihlášen k patentování na Úřadu 
průmyslového vlastnictví ČR. Antibakteriální účinky stříbra znali lidé již ve starověku. 
Používali jej pro výrobu nádob, nebo házeli stříbrné mince do mléka, které pak déle vydrželo 
čerstvé. Nanočástice stříbra se však ještě nepoužívají pro bakteriální infekce. Je potřeba 
provést mnoho experimentů, které jsou velmi nákladné [23]. 
 
 
Příprava nanočástic stříbra 
 
Nanočásice stříbra se připravují redukcí rozpustné stříbrné soli vhodným redukčním 
činidlem. Přítomnost komplexotvorného činidla umožňuje spolu s redukujícím cukrem 
(glukosa, fruktosa, galaktosa…) a hodnotou pH určovat velikost vznikajících nanočástic 
stříbra od 25 po 75 nm. Výsledná velikost vznikajících nanočástic stříbra se dá částečně 
ovlivnit počáteční koncentrací stříbrné soli v roztoku. Nanočástice stříbra mají jak 
biologickou aktivitu, tak i katalytickou aktivitu. Nanočástice jsou tak malé, že mohou pronikat 
buněčnými stěnami a poté se z organismu obtížně vylučovat. Za určitých podmínek mohou 






Zlato je prvek, který se používá stejně jako stříbro k výrobě šperků, mincí, v zubním 
lékařství, a v elektronických zařízeních. Zlato se ještě navíc používá jako součást některých 
léků.  Pokud se zlato vyskytuje ve velkém množství, může být považováno za inertní materiál, 
který nepodléhá korozi. Stejně jako každý kov, má i zlato velmi dobrou elektrickou a tepelnou 
vodivost. Zlato má využití i ve zdravotnictví bez prokazatelných škodlivých účinků, proto je 
zde možnost využití zlatých nanočástic v dalších výzkumných odvětvích. I když je zlato 
oproti železu dražší, má mnoho velkých výhod. Jelikož se jejich velikost pohybuje okolo 
5 nm, mohou být použity jako katalyzátory reakcí při přeměně látek znečišťujících ovzduší 
na neškodné molekuly. Složení nanočástice zlata nám ukazuje Obrázek 6. 
 
 
Obrázek 6.: Nanočástice zlata [25] 
 
Vědci zkoumají nanočástice zlata z důvodu jejich přilnavosti k nemocným oblastem 
těla jako jsou rakovinné nádory. Nanočástice zlata by mohly být využívány jako terapeutické 
molekuly k léčbě nádorů pro cílený transport léčiv. Další vlastností zlata je jeho schopnost 
převodu určité vlnové délky světla na teplo. Stejně jako většina kovů obsahuje i zlato 
elektrony, které nejsou vázány ke konkrétnímu atomu, ale volně se pohybují kovem. Tyto 
elektrony pomáhají vést proud. V závislosti na velikosti a tvaru nanočástic absorbují volné 
elektrony energii z určité vlnové délky světla [21]. 
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Zlaté nanočástice jsou stále více využívány v medicínské oblasti. Příkladem jeho 
využití by mohly být také zpřesnění diagnostického testování. Zlato není příliš činné 
v biologických procesech, ale může být využita jeho funkce k navázání proteinů nebo 
specifických molekul ke svému povrchu a následný transport na rakovinné buňky. 
Na bezpečnost, biokompatibilitu a přesnost distribučních systémů má vliv složení, hustota 
a stabilita obalu nanočástice. Studium zlatých nanočástic bylo aplikováno například 
v spektroskopii nukleární magnetické rezonance, UV spektroskopii, rentgenové 






Nanočástice zinku jsou kulaté a mají 20-40 nm se specifickou povrchovou plochou, 
které nám ukazuje Obrázek 7. Jsou k dispozici v ultra vysoké čistotě. Mohou se vyskytovat 
také jako nanotekutiny, což jsou suspendované nanočástice zinku v roztoku pomocí povrchně 
aktivní látky. Nanočástice zinku jsou též antimikrobiální, antibiotické a antifungicidní. Proto 
se zinek přidává například do nátěrů budov, obvazových materiálů, nanovláken, plastů, atd. 
Při obvyklých teplotách se jedná o křehký stříbřitě šedý materiál, který je však poddajný 
při 100 °C až 150 °C. Má velmi dobrou tepelnou a elektrickou vodivost. Zinek na vzduchu 
hoří jasně svítivým modrozeleným plamenem. Využívá se jako antikorozní materiál 




Obrázek 7.: Nanočástice zinku [26] 
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5  Návrh způsobu řešení ozvučení buněk 
 
 
Uspořádání experimentu bylo částečně sestaveno dle několika podobných prací 
[27],  [28]. Během všech pokusů jsem byla chráněna oděvem, rukavicemi, rouškou a brýlemi.  
Všechny pokusy probíhaly v laminárním boxu. 
 
 
5.1 Nádorové buňky  
 
 
Jako buněčný materiál byly použity nádorové buňky kožního melanomu A375, které 
byly zakoupeny z European Cell Culture Collection. Buňky byly pěstovány a kultivovány 
v jednorázových kultivačních lahvích od firmy Sigma s objemem 200 ml a plochou dna 
75 cm
2, kde byly vyživovány z media RPMI 1640 (Sigma_aldrich, Czech republic). Do media 
se dále přidávaly 2 mM glutaminu (PAA) a 100 µg/ml streptomycinu/penicilinu (BioTech, 
Ltd., Czech republic), který zabraňuje vzniku růstu plísní. Dále byly nádorové buňky 
kultivovány při 37 °C a při 5 % CO2.  
 
 
5.2 Použité chemikálie 
 
 
 Dimethylsulfát DMSO, MTT činidlo a kultivační medium RPMI 1640 byly zakoupeny 
od firmy Sigma, Praha. 
o DMSO je polární rozpouštědlo 
o MTT je zásobní roztok 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid 
o RPMI je vyživovací medium pro kultivaci buněk 
 Tripsin, penicilin/streptomycin od firmy BioTech, Praha 
o Tripsin slouží k odsednutí buněk od kultivační láhve 
o Penicilin zabrání vzniku plísní 
 Glutamin byl zakoupen od firmy PAA – The Cell Culture Company a slouží k vyživování 
buněk 
 Fetální sérum – slouží také k výživě buněk 
 PBS – fyziologický roztok 
 Trypanová modř slouží k obarvení mrtvých buněk pro lepší počítání množství buněk 
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 Nanočástice stříbra, zlata a zinku koupeny od Sigma Aldrich (výchozí koncentrace: Ag: 
1mg/1ml, Au: 5mg/1ml, a Zn: 1mg/1ml)  
 
 
5.3 Použité přístroje 
 
 
 Ultrazvuk BTL-07p – terapeutický ultrazvuk s piezoelektrickým měničem, který je určen 
pro léčbu a rehabilitaci. K přístroji lze připojit dvě multifrekvenční hlavice o velikostech 
1 cm
2
 a 4 cm
2. Dále se zde nastavují dvě frekvence, buď 1 MHz, nebo 3 MHz. Lze zde 
nastavovat 54 programů a dokáže pracovat v kontinuálním a pulzním režimu. 
Ultrazvukový přístroj dokáže kontrolovat kontakt ultrazvukové hlavice s tkání. Pokud je 
kontakt nedostatečný, tak se ultrazvukové generování zastaví [29]. Terapeutický 
ultrazvuk BTL-07p nám ukazuje Obrázek 8. 
 
 
Obrázek 8.: Ultrazvuk BTL-07p 
 
 Termostat MLW UH 8, NDR k ohřevu vody v ultrazvukové vaně. K ohřevu vody 
ve vlastním zásobníku dochází pomocí topných spirál. Čerpadlem je pak voda hnána 
gumovými hadičkami do kovového roštu. Poté je tepelnou výměnou z roštu ohřívána 
i voda v ultrazvukové vaně. 
 Biological termostat BT 120 k ohřevu chemikálií 
 Shell lab CO2 incubator ke kultivaci buněk 
 Centrifuga EBA 20 
 Plate Shaker-Thermostat PST-60 HL plus BIOSA 
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 Mikroskop invertovaný ZP 34925 
 Mikroskop LPE Opting Servis 
 Brücknerova komůrka 
 Microplate Reader EL 800 (BioTek, VT) 
 Skleněná nádoba naplněná vodou o rozměrech 245 mm x 480 mm x 240 mm (šířka x 
délka x výška), s tloušťkou skla 5 mm. Voda byla napuštěna 40 mm od vrchního okraje. 
 Zařízení pro rotaci kyvety 
 
 
5.4 Kultivace nádorových buněk 
 
 
Kultivace je důležitá pro uchovávání buněk in vitro. Tato metoda se provádí 
v kultivačních láhvích, kde je důležité přidání média pro výživu buněk. Dle potřeby 
se přidávají i další látky, jako například antibiotika k zabránění vzniku plísní. Kultivace 
se vždy provádí při 37 °C a v 5% CO2. 
 
 
5.4.1 Pasážování nádorových buněk 
 
 
Z kultivační láhve se slije všechen obsah roztoku a láhev se promyje s PBS. Buňky 
zůstávají přisedlé na dnu kultivační láhve. Do kultivační láhve se přidá tripsin a láhev 
se dá na 5 minut do prostředí buněčného CO2 inkubátoru. Mezitím proběhne mokrá 
tripsinizace
2. Po inkubaci se láhev pořádně protřepe, aby buňky odsedly ze dna láhve. Přidá 
se medium, obsah se slije do zkumavky a vše se dá na 5 minut do centrifugy. Buňky 
ve zkumavce mezitím přisednou ke dnu, po centrifugaci se slije supernatant, a k peletu 
(precipitátu) se přidají 3 ml media. Všechen obsah se resuspenduje, 0,5 ml buněk s mediem 
se vrátí do kultivační láhve, kam se dále přidá 12 ml media a dá se kultivovat pro další 





                                               
2 Mokrá tripsinizace slouží k odsednutí buněk od dna nádoby. 
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5.4.2 Mražení nádorových buněk 
 
 
Pro zamražení jedné kryoampule je potřeba 1 ml zamražovací směsi, a to 0,9 ml FCS 
(fetal calf serum) a 0,1 ml DMSO. Zamražená směs musí být čerstvá a chlazená tajícím 
ledem. Buňky se standardním postupem opláchnou v PBS, přidá se tripsin pro odsednutí 
buněk ze dna kultivační láhve a směs buněk se dá do centrifugy. K sedimentu se přidá 1 ml 
vychlazené zamražovací směsi a buňky se opatrně resuspendují. Vzniklá suspenze se přenese 
pasteurkou do kryoampule, ta se uzavře a popíše. Kryoampule se vloží do mrazáku (-70 °C) 
maximálně na 24 hodin a druhý den se musí přenést do tekutého dusíku, kde je až -180 °C. 
 
 
5.4.3 Rozmražení nádorových buněk 
 
 
Kryoampule se vytáhne z tekutého dusíku a rychle se rozmrazí pod tekoucí vlažnou 
vodou, maximálně při 37 °C. Do kryoampule se však voda dostat nesmí, buňky by se tím 
zničily. Jakmile se kryoampule rozmrazí, musí se dát do ledu. Dále se do sterilní zkumavky 
napipetují 4 ml média a opět se chladí v ledu. Celý obsah kryoampule se nabere do 5 ml 
injekční stříkačky a poté také 4 ml ledového média. Směs se zcentrifuguje a přidá 
do kultivační láhve. 
 
 
5.5 Samotný pokus 
 
 
Nejprve je potřeba zjistit počet buněk v 1 ml. Proto se k 50 µl buněk přidá 50 µl 
trypanové modře. Obsah se vloží do Brücknerovy komůrky a spočítá se počet buněk v 16 
čtvercích. Na každém řádku v mikrotitrační destičce bude vzorek s různým množstvím 
nádorových buněk, media a nanočástic. Jednotlivá složení vzorků nám ukazuje Tabulka 1. 
Zde jsou patrné použité experimentální skupiny. V prvním řádku je kontrola, která je tvořena 
pouze nádorovými buňkami a vyživovacím médiem. Kontrolu tedy tvoří buňky, které nejsou 
ultrazvukem ovlivněné a v kterých není obsah stříbrných nanočástic v kultivačním prostředí. 
V druhém řádku jsou nádorové buňky ozvučené samostatně, v třetím řádku už jsou nádorové 
buňky inkubované s metalickými nanočásticemi. Ve čtvrtém řádku se nachází nádorové 
buňky ozvučené 10 minut samostatně s přidanými metalickými nanočásticemi po ozvučení 
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a v pátém řádku se nacházejí buňky inkubované s metalickými nanočásticemi ozvučené 
po dobu 10 minut.  
 
 
Tabulka 1.: Výpočet objemu jednotlivých chemikálií 
 
Řádek desky Experiment. vzorek Složení experimentálního vzorku 
1. Kontrola x µl buněk + x µl media 
2. Ultrazvuk UZ(x µl buněk + x µl media) + x µl media 
3. Nanočástice x µl buněk + x µl nanočástic + x µl media 
4. Nanočástice + UZ UZ(x µl buněk + x µl media) + x µl nanočástic + x µl media 
5. Ultrazvuk + UZ UZ(x µl buněk + x µl nanočástic + x µl media) + x µl media 
 
 
5.6 Ozvučení buněk 
 
 
Pro ozvučení byl použit ultrazvukový přístroj BTL-07p a skleněná nádoba naplněna 
vodou, která byla ohřívána termostatem MLW UH 8, NDR pomocí ponořeného měděného 
výměníku, z důvodu zamezení vzniku vzduchových bublin, které by mohly ovlivnit působení 
ultrazvuku. K vrcholu nádoby byl připevněn odnímatelný držák z plexiskla, který obsahoval 
držák pro kyvetu s buněčným roztokem a otáčecí aparaturu pro kyvetu. Tato kyveta byla 
vyrobena z polyethylenového materiálu a měla zakulacené dno. Kyveta se otáčela s frekvencí 
4 otáčky za minutu a byla ponořena do vodní lázně svými třemi čtvrtinami objemu. Při všech 
pokusech bylo umístěno v kyvetě 2 ml buněčného roztoku s určitou koncentrací buněk, 
nanočástic a media. Pomocí miniaturního piezoelektrického membránového hydrofonu, byla 
změřena intenzita ultrazvukového pole v místě kyvety, aby se zachovala reprodukovatelnost 
podmínek ozvučování. Ultrazvuková hlavice s kruhovým piezoelektrickým měničem měla 
4 cm
2
 a byla použita intenzita 1 W.cm-2 a pracovní frekvence 1 MHz. Ultrazvukové pole bylo 
generováno v kontinuálním režimu. U tohoto přístroje je ultrazvuková hlavice vodotěsná, 
proto mohla být ponořena do destilované vody. Jako ozvučované prostředí byla použita 
destilovaná voda, která je nejvhodnější pro studium vlivu ultrazvukových vln na biologický 
experiment. Dle výpočtu ze vzorce (11) mi vyšla hranice mezi blízkým a vzdáleným polem 
8,34 cm od měniče. Do vztahu jsem za poloměr D dosadila vzdálenost 2,26 cm, kterou jsem 
vypočetla z informace o obsahu ultrazvukové hlavice, která má 4 cm2. Dále byla frekvence 
1 MHz a rychlost šíření ultrazvuku ve vodě při 37 °C 1523 m.s-2. Z toho vychází, že 
λ=0,15 cm. Výsledkem tedy je, že se hranice mezi blízkým a vzdáleným polem vyskytuje 
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8,34 cm od ultrazvukové hlavice. Proto pro ozvučování buněk byla vybrána vzdálenost 3 cm 
od měniče, aby se zajistil fakt, že ozvučování opravdu probíhá v blízkém poli. Celkové 




Obrázek 9.: Uspořádání experimentu pro ozvučování vzorků 
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5.7 Stanovení viability buněk 
 
 
Po provedení všech předešlých pokusů se stanovila viabilita buněk v časech 24, 48 
a 72 hodin na 96 jamkových deskách v prostředí živného media RPMI. Viabilita se určovala 
pomocí standardního MTT testu. Roztoky buněk s ostatními příměsemi byly pipetovány 
do mikrotitračních destiček a byly vyhodnoceny pomocí MTT testu. Absorbance byla měřena 
pomocí přístroje Microplate Reader EL 800 (bioTek, VT), při vlnové délce 570 nm. 
Naměřená hodnota viability byla po provedení měření přepočítána na procentuální poměr vůči 
kontrolní skupině z důvodu lepšího porovnání jednotlivých měření mezi sebou. 
 
 
5.7.1 MTT assay 
 
 
1. Napipetování buněk, media a nanočástic 
2. Přidá se 20 µl zásobního roztoku MTT (5 mg/ml), finální koncentrace 455 µg MTT/ 
ml DMEM) 
3. Inkubace 3,5 hodiny při 37 °C 
4. Odsaje se roztok z jamek, na dnu zůstanou přisednuté krystalky 
5. Přidá se 200 µl DMSO (roztok zfialoví) a dá se třepat 10 minut 
6. Odečte se absorbance při 570 nm [30] 
 
MTT se dehydrogenací přeměňuje na MTT formazan. Tento děj probíhá 
v mitochondriích pomocí mitochondriálních dehydrogenáz. Přeměnu MTT na MTT formazan 










6.1 Zpracování dat ultrazvukového pole 
 
 
Základním cílem této podkapitoly bylo studium rozložení a změny akustického tlaku. 
Rozložení akustického tlaku bylo měřeno ve vodní lázni v ultrazvukové vaně o rozměrech 
245 mm x 480 mm x 240 mm. Ultrazvuková vana měla tloušťku skla 5 mm a voda byla 
napuštěna do výšky cca 200 mm. Jako generátor ultrazvukových vln byl použit terapeutický 
ultrazvukový přístroj BTL-07p, na kterém byly nastaveny intenzity 0,5 W.cm-2, 1 W.cm-2, 
1,5 W.cm
-2
 a 2 W.cm
-2. Všechna měření byla prováděna v laboratoři tkáňových kultur 
na Biofyzikálním ústavu Lékařské fakulty Masarykovy univerzity. Uspořádání experimentu 
vycházelo z podobných prací [32], [33]. K měření byla použita hlavice sondy o ploše 4 cm2 
s kruhovým měničem. Zvolená frekvence byla 1 MHz a ultrazvukové vlnění bylo vysíláno 
v kontinuálním režimu. Přes pevně uchycené plexisklo se vnořoval hydrofon 3 cm 
pod hladinu vody v ultrazvukové vaně. Držák plexiskla obsahoval celkem 532 otvorů 
v obdélníkovém tvaru (19 x 28 otvorů). Jednotlivé otvory byly od sebe vzdáleny 1 cm. 
Přesnou strukturu držáku z plexiskla ukazuje Obrázek 11 a Obrázek 12 je fotka plexiskla. 
















Obrázek 13.: Fotka měřícího pracoviště (zleva: termostat s teploměrem, ultrazvuková vana s ultrazvukovou 
hlavicí, držák s hydrofonem, zdroj, osciloskop, terapeutický ultrazvuk) 
 
 
Aby byl hydrofon ponořen vždy přesně, byl označen ryskou, po kterou se ponor dělal. 
Navíc byl hydrofon umístěn ve skleněné kapiláře z důvodu lepší manipulace a minimalizace 
jeho poškození. Po zasunutí hydrofonu na měřené místo se však skleněná kapilára vysunula, 
aby nebylo ovlivněno měření. Hydrofon byl ponořen vždy kolmo k plexisklu. Ultrazvukové 
pole bylo proměřováno ve všech otvorech, které se vyskytovaly v držáku z plexiskla. 
Ultrazvuková vana byla napuštěna destilovanou vodou, která byla pravidelně měněna, aby 
nevznikaly plísně. Destilovaná voda byla vybrána z důvodu optimálního přenosu 
ultrazvukových vln a také z důvodu toho, že destilovaná voda tvoří v lidském organismu 
téměř 70% jeho hmotnosti. Tato voda musela být ohřívána termostatem pomocí čerpadla přes 
hadičky do kovového roštu na dno ultrazvukové vany, aby se zabránilo vzniku nežádoucích 






6.1.1 Použité přístroje 
 
 
 Ultrazvuk BTL-07p – terapeutický ultrazvuk s piezoelektrickým měničem 
 Napájecí zdroj BS-525 Tesla nastavený na 17 V. 
 Oscilometr Goldstar OS-3020 – dvoukanálový s digitálním ukládáním a vybavený A/D 
převodníkem. 
 Jehlový hydrofon Force Institute, přeměňující akustickou energii ultrazvukového vlnění 
na energii elektrickou. 
 Termostat MLW UH 8, NDR k ohřevu vody v ultrazvukové vaně. 
 Rtuťový teploměr 
 Skleněná nádoba naplněná vodou o rozměrech 245 mm x 480 mm x 240 mm (šířka x 
délka x výška), s tloušťkou skla 5 mm. Voda byla napuštěna 40 mm od vrchního okraje. 
 Plexisklo zajišťující měření na stejných místech během všech pokusů  
 
 
6.1.2 Postup měření 
 
 
Měření bylo zvoleno pro čtyři intenzity ultrazvukových vln. Pro začátek měření byla 
zvolena intenzita ultrazvuku 0,5 W.cm
-2. Ultrazvukové pole se proměřovalo pomocí 
hydrofonu celkem pětkrát a ze všech pěti měření byl pro následující statistiky vybrán medián 
těchto měření. Mediánu byla dána přednost před průměrem, protože medián nebere v potaz 










6.1.3 Zpracování dat 
 
 
Pomocí hydrofonu byla na ose osciloskopu odečítána amplituda dané ultrazvukové 
vlny. Tvar amplitudy měl sinusový charakter. Během měření byly použity na osciloskopu 
rozsahy 20 a 50 mV. Amplitudy byly zaznamenány do tabulek programu Excel 2007, kde byly 













log205,2 .    (20) 
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Dle tohoto vzorce tedy odpovídá tlaku 1 Pa napětí U~59,5416 nV. Akustický tlak byl poté 








 .     (21) 
 
 
Dalším zpracováním byl výpočet aritmetického průměru, průměrné odchylky 
a relativní odchylky [%].  
 
 
6.1.4 Výsledky měření – intenzita ultrazvukového pole 
 
 
Všechna naměřená data a jejich výsledky s grafy jsou k dispozici na přiloženém CD.  
 
Měření probíhalo za použití čtyř intenzit ultrazvukového pole. Pro měření s intenzitou 
ultrazvuku 0,5 W.cm
-2
 vyšlo maximum relativní odchylky 5,9 % a minimum 1,5 %. 
Pro měření s intenzitou ultrazvuku 1 W.cm-2 vyšlo maximum relativní odchylky 9,7 % 
a minimum 1,9 %. Pro měření s intenzitou ultrazvuku 1,5 W.cm-2 vyšlo maximum relativní 
odchylky 5,6 % a minimum 1,3 %. A do čtveřice pro intenzitu ultrazvuku 2 W.cm-2 vyšlo 
maximum relativní odchylky 12,7 % a minimum 1,5 %. Shrnuté výsledky ukazuje Tabulka 2. 
 
Tabulka 2.: Hodnoty maxim a minim relativních odchylek 
Intenzita [W.cm-2] Maximum [%] Minimum [%] 
0,5 5,9 1,5 
1 9,7 1,9 
1,5 5,6 1,3 
2 12,7 1,5 
 
 





Z naměřeného akustické tlaku a z výpočtu jeho průměrných odchylek byly sestaveny 
grafy pro průběh akustického tlaku v transverzální ose ve vzdálenosti 1 cm od měniče 











Graf 3.: Průběh akustického tlaku v ose měniče 
52 
 
 Graf 2 ukazuje, že pokud se díváme na ultrazvukovou vanu shora, tak největší 
akustický tlak ultrazvukového pole se nachází těsně u ultrazvukové hlavice. Síla akustického 
tlaku pozvolna klesá směrem do stran a do vzdálenějších míst, které leží naproti ultrazvukové 
hlavice. Z grafu se může také konstatovat, že ultrazvukové pole je symetrické. Dále  Graf 3 
ukazuje, že se opět největší síla akustického tlaku vyskytuje těsně u ultrazvukové hlavice 
a směrem od ní akustický tlak klesá. Hranice mezi blízkým a vzdáleným polem se nachází 
v oblasti, kde končí strmý exponenciální pokles akustického tlaku.  Dle výpočtu ze vzorce 
(11) mi vyšla hranice mezi blízkým a vzdáleným polem 8,34 cm od měniče. Proto 
pro ozvučování buněk byla vybrána vzdálenost 3 cm od měniče, aby se zajistil fakt, že 
ozvučování opravdu probíhá v blízkém poli.  Pro další vizuální ukázku velikosti akustického 
tlaku byly vytvořeny grafy dle škály barev. Čím je akustický tlak silnější, tím je zelená barva 









6.2 Statistické vyhodnocení viability 
 
 
K statistické analýze dat byl použit software Statistica 12 od výrobce StatSoft 
a Microsoft Excel 2007 od výrobce Microsoft Corporation. Použití statistických metod 
bylo konzultováno na Masarykově univerzitě Lékařské fakulty, na Institutu biostatistiky 
a analýz u paní RNDr. Simony Littnerové. Všechny experimenty byly provedeny in vitro 
a byla studována hodnota viability buněk lidského kožního melanomu A375 ve vzájemném 
ovlivnění s ultrazvukovým polem a kultivací s metalickými nanočásticemi či jejich 
cm od měniče -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 mV
1 1,7 1,8 1,7 1,8 1,8 1,9 2,2 2,4 2,8 3,0 2,8 2,6 2,2 2,0 1,8 1,8 1,8 1,7 1,7 50
2 1,7 1,7 1,7 1,8 1,8 1,8 2,1 2,3 2,3 2,4 2,4 2,3 2,1 1,9 1,8 1,8 1,8 1,7 1,7 50
3 1,6 1,6 1,6 1,7 1,7 1,8 1,8 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,8 1,8 1,7 1,6 1,6 1,6 1,6 20
4 1,6 1,6 1,6 1,6 1,7 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,7 1,7 1,6 1,6 1,6 1,6 1,5 20
5 1,5 1,6 1,6 1,6 1,7 1,7 1,7 1,8 1,8 1,8 1,8 1,7 1,7 1,7 1,6 1,6 1,6 1,6 1,5 20
6 1,5 1,5 1,5 1,6 1,6 1,6 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,6 1,6 1,6 1,5 1,5 20
7 1,5 1,5 1,5 1,6 1,6 1,6 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,6 1,6 1,6 1,6 1,5 1,5 1,5 20
8 1,5 1,5 1,5 1,5 1,6 1,6 1,7 1,7 1,7 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,5 1,5 1,5 1,5 20
9 1,5 1,5 1,5 1,5 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 20
10 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 20
11 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 20
12 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,6 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 20
13 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 20
14 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 20
15 1,4 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
16 1,4 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
17 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
18 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
19 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
20 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
21 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
22 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
23 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
24 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
25 1,3 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
26 1,3 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 20
27 1,3 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,3 20
28 1,3 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,3 20
29 1,3 1,3 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,3 1,3 1,3 20
30 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,4 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 20
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vzájemnou kombinací. U každého pokusu se vyhodnocovalo nejprve, jakou koncentraci 
nanočástic použít v závislosti na dosažené hodnotě viability (pro stanovení IC 50, kde jde 
o takovou koncentraci, po jejíž aplikaci a působení dojde ke snížení viability na 50% 
původní či kontrolní hodnoty), poté se u každé experimentální skupiny vyhodnocovaly 
základní statistické parametry, mezi které patří medián, průměr, minimum, maximum 
a směrodatná odchylka. Pro lepší znázornění, kde se vyskytoval medián a rozsahy hodnot, 
byly sestaveny krabicové grafy. Pro zjištění, zda jsou data rozložena normálně, se použily 
histogramy se  Shapiro-Wilcoxonovým testem. Pro určení statistické významnosti viability  
dvou proměnných byly vybrány Spearmanovy korelační koeficienty, protože u všech 
pokusů vyšla data rozložena nenormálně. Jako posledním statistickým vyhodnocením bylo 
použití Mannova-Whitneyho testu k určení signifikantních rozdílů hodnot viability 
experimentálními skupinami. Jde o dvouvýběrový test se zvolenou hladinou významnoti 
5% k zamítnutí nulové hypotézy H0. 
Hypotéza H0 = jednotlivé experimentální skupiny jsou shodné. 




6.2.1 Nanočástice stříbra 
 
 
Na začátku celého pokusu bylo důležité zjistit, kolik μl nanočástic stříbra použít. 
Dle logického uvážení byly udělány pokusy pro množství 0,5 μl, 1 μl, 1,5 μl, 2 μl a 2,5 μl 
nanočástic stříbra. Poté byla vybrána ta koncentrace, kde po 48 hodinách klesla viabilita 
buněk na polovinu, tedy IC 50. Zde bylo vybráno množství 1,5 μl nanočástic stříbra, což 
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Z jednotlivých experimentálních skupin byly stanoveny parametry, jako jsou medián, 
průměr, minimum, maximum a směrodatná odchylka. Jednotlivé výsledky po 24, 48 a 72 
hodinách nám ukazuje Tabulka 4. 
 
Tabulka 4.: Popisné statistiky jednotlivých experimentálních skupin pro nanočástice stříbra 
 
Čas Parametry Kontrola Uz Ag Uz+Ag Ag+Uz 
  Median 100,00 63,48 58,82 22,15 24,23 
  Průměr 100,13 63,64 51,92 31,98 42,09 
24 hodin Minimum 87,57 41,49 20,59 18,02 19,13 
  Maximum 113,69 81,70 102,83 63,03 86,93 
  Směr.odch. 4,38 7,79 21,75 13,31 23,04 
  Median 100,00 58,35 27,08 16,31 18,63 
  Průměr 99,73 61,84 33,63 26,60 37,96 
48 hodin Minimum 80,87 43,91 12,87 10,34 14,00 
  Maximum 120,29 85,41 66,95 65,43 100,91 
  Směr.odch. 6,55 8,79 16,70 15,01 25,90 
  Median 100,20 63,94 17,97 9,97 12,09 
  Průměr 99,22 64,57 26,74 10,39 31,57 
72 hodin Minimum 80,15 41,29 9,23 7,25 9,28 
  Maximum 118,17 81,28 57,41 16,39 91,43 
  Směr.odch. 6,67 7,99 15,09 1,86 24,81 
 
 Pro srovnání jednotlivých skupin byly také v časech po 24, 48 a 72 hodinách 
vystavěny krabicové grafy. Zde můžeme lépe sledovat rozdíl mezi jednotlivými 
experimentálními skupinami. U všech těchto experimentálních skupin můžeme vidět snížení 
viability ve sledu času. Hodnota viability je k danému času hodnocení vztažena vůči kontrole, 
která je vždy 100%. Ve skupině Uz můžeme vidět, že po 48 hodinách se viabilita buněk mírně 
snížila, po 72 hodinách se však hodnota viability srovnala. Rozdíly mezi jednotlivými 
skupinami nám ukazuje Graf 6. 
 




Maximální pokles viability byl dosažen u buněk, které byly ovlivněny kombinací 
působením ultrazvukového pole a nanočástic stříbra. Mírný pokles je již po 48 hodinách 
od aplikace ultrazvukového pole a stříbrných nanočástic. Extrémní pokles však můžeme vidět 
až po 72 hodinách. Dále i u ostatních experimentálních skupin však můžeme sledovat poklesy 
viability po 48 hodinách. Po 72 hodinách je pokles oproti předešlému dnu patrný rovněž. 
Experimentální skupiny Uz+Ag a Ag+Uz se vzájemně od sebe odlišují zhruba o 2 %. 




Graf 7.: Sloupcový graf hodnot viability v časech 24, 48 a 72 hodin pro jednotlivé experimentální skupiny 
nanočástic stříbra 
  
Pro další statistické vyhodnocení bylo nutné sestavit pro každou experimentální 
skupinu histogram se Shapiro-Wilcoxonovým testem, dle kterého se určovalo, zda jsou data 
rozložena normálně. V tomto případě se k hodnotě síle testu jedna data pouze blížila, a to jen 
v případě u experimentální skupiny K. Výsledkem tedy je, že data předpoklad normality 
nesplňují a pro určení statistické významnosti je vybrán Spearmanův korelační koeficient. 
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Tabulka 5.: Spearmanovy korelační koeficienty pro jednotlivé experimentální skupiny nanočástic stříbra 
Červeně označené koeficienty jsou statisticky významné. Tyto statisticky významné hodnoty automaticky 
vyhodnotil software Statistica pro hladinu významnosti p<0,05 
 
24 hodin K Uz Ag Uz+Ag Ag+Uz 
K 1,000000 0,139773 0,120453 0,144019 0,042735 
Uz 0,139773 1,000000 -0,142037 -0,101717 -0,189031 
Ag 0,120453 -0,142037 1,000000 0,675479 0,522493 
Uz+Ag 0,144019 -0,101717 0,675479 1,000000 0,801254 
Ag+Uz 0,042735 -0,189031 0,522493 0,801254 1,000000 
 
48 hodin K Uz Ag Uz+Ag Ag+Uz 
K 1,000000 0,101202 -0,001501 0,006280 -0,020313 
Uz 0,101202 1,000000 0,002557 -0,148995 -0,159231 
Ag -0,001501 0,002557 1,000000 0,024875 0,150079 
Uz+Ag 0,006280 -0,148995 0,024875 1,000000 0,912086 
Ag+Uz -0,020313 -0,159231 0,150079 0,912086 1,000000 
 
72 hodin K Uz Ag Uz+Ag Ag+Uz 
K 1,000000 -0,051986 0,015824 -0,188885 -0,123620 
Uz -0,051986 1,000000 0,280698 0,757031 0,374325 
Ag 0,015824 0,280698 1,000000 0,225412 0,051101 
Uz+Ag -0,188885 0,757031 0,225412 1,000000 0,900290 
Ag+Uz -0,123620 0,374325 0,051101 0,900290 1,000000 
 
  
Po 24 hodinách vyšly hodnoty Spearmanova korelačního koeficientu statisticky 
významné pro experimentální skupiny Ag a Uz+Ag, Ag a Ag+Uz, Uz+Ag a Ag+Uz. Po 
48 hodinách však můžeme vidět, že statisticky významná experimentální skupina zbyla pouze 
jedna, a to Uz+Ag a Ag+Uz. A do třetice po 72 hodinách zde máme statisticky významných 
experimentálních skupin více. Patří sem Uz a Ag, Uz a Uz+Ag, Uz a Ag+Uz, Uz+Ag 
a Ag+Uz. Konkrétní hodnoty výsledků Spearmanova korelačního koeficientu nám ukazuje 
Tabulka 5.  
Aby mohly být srovnány všechny skupiny v hodnotě viability mezi sebou, byl vybrán 
neparametrický Mannův-Whitneyův U test pro nezávislé výběry. Zde je nulová hypotéza H0 
statistická shoda v hodnotě viability. Opět jsou v tabulce označeny červené hodnoty, které zde 
vyznačují statisticky signifikantní rozdíl (p<0,05), hodnoty označeny černě jsou pak bez 






Tabulka 6.: Mannův-Whitneyův test pro jednotlivé experimentální skupiny nanočástic stříbra. 
Červené hodnoty zde vyznačují statisticky signifikantní rozdíl (p<0,05), jde o vzorky po 24, 48 a 72 
hodinách od provedení experimentu 
 
 
24 hodin K Uz Ag Uz+Ag Ag+Uz 
K 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 
Uz 0,000000 1,000000 0,016693 0,000000 0,000018 
Ag 0,000000 0,016693 1,000000 0,000000 0,039882 
Uz+Ag 0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,000450 
Ag+Uz 0,000000 0,000018 0,039882 0,000450 1,000000 
 
48 hodin K Uz Ag Uz+Ag Ag+Uz 
K 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 
Uz 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000 0,000001 
Ag 0,000000 0,000000 1,000000 0,002797 0,544350 
Uz+Ag 0,000000 0,000000 0,002798 1,000000 0,006815 
Ag+Uz 0,000000 0,000001 0,544371 0,006815 1,000000 
 
72 hodin K Uz Ag Uz+Ag Ag+Uz 
K 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 
Uz 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000 
Ag 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000 0,259118 
Uz+Ag 0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,000001 
Ag+Uz 0,000000 0,000000 0,259118 0,000001 1,000000 
 
 
 Hodnoty znázorněné červenou barvou znamenají, že se nulová hypotéza Mannova-
Whitneyova testu zamítá. V případě u experimentálních skupin testovaných s nanočásticemi 
stříbra lze konstatovat, že platí hypotéza H1, tedy že jsou jednotlivé experimentální skupiny 
rozdílné. Nulová hypotéza testu byla potvrzena pouze u experimentálních skupin Ag a Ag+Uz 











6.2.2 Nanočástice zlata 
 
Opět pokusy začínaly zjišťováním, kolik množství nanočástic zlata použít. Původní 
množství nanočástic zlata bylo zvoleno 20 μl, 40 μl, 70 μl, 100 μl a 130 μl. Po 48 hodinách 
se určilo IC 50, dle kterého bylo vybráno právě množství 49 μl. Graf 8 a Graf 9 ukazuje, jak 
















Graf 8.: Krabicový graf množství nanočástic zlata 
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Graf 9.: Sloupcový graf mediánu množství nanočástic zlata 
 
Z jednotlivých experimentálních skupin byly stanoveny základní statistické parametry, 
mezi které patří medián, průměr, minimum, maximum a směrodatná odchylka. Výsledky 
jednotlivých dnů nám ukazuje Tabulka 7. 
 
 
Tabulka 7.: Popisné statistiky jednotlivých experimentálních skupin pro nanočástice zlata 
 
Čas Parametry Kontrola Uz Au Uz+Au Au+Uz 
  Median 100,09 85,53 100,18 84,49 66,80 
  Průměr 100,85 84,69 95,56 93,36 64,09 
24 hodin Minimum 87,92 66,15 55,93 49,79 22,30 
  Maximum 116,04 103,37 129,31 146,91 111,68 
  Směr.odch. 4,66 8,87 14,07 30,19 22,96 
  Median 100,03 80,53 95,49 64,24 53,95 
  Průměr 100,30 80,48 88,73 86,75 53,64 
48 hodin Minimum 94,31 59,61 32,00 30,27 13,98 
  Maximum 107,22 97,41 146,16 155,86 100,46 
  Směr.odch. 2,47 6,75 17,49 33,70 22,76 
  Median 100,31 89,89 77,77 64,61 47,82 
  Průměr 99,64 91,04 75,47 67,55 50,40 
72 hodin Minimum 84,40 82,48 18,63 10,98 12,50 
  Maximum 113,62 99,61 119,89 117,26 98,85 
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Aby bylo možné data po 24, 48 a 72 hodinách lépe porovnávat, byly vystavěny 
krabicové grafy pro experimentální skupiny nanočástic zlata. U všech těchto experimentálních 
skupin můžeme vidět snížení viability ve sledu času. Hodnota viability je k danému času 
hodnocení vztažena vůči kontrole, která je vždy 100%. I zde ve skupině Uz můžeme vidět, že 
po 48 hodinách se viabilita buněk mírně snížila, po 72 hodinách se však hodnota viability 




Graf 10.: Krabicové grafy hodnot viability v časech 24, 48 a 72 hodin pro experimentální skupiny nanočástic 
zlata 
 
Maximální pokles hodnoty viability byl dosažen u buněk, ke kterým byly nejprve 
aplikovány nanočástice zlata a poté ozvučeny ultrazvukem, tedy Au+Uz. Graf 11 znázorňuje, 
že viabilita klesla již po 48 hodinách a po 72 hodinách se snížila znovu. Dále i u ostatních 
experimentálních skupin můžeme vidět poklesy viability ve sledu jednotlivých dnů. 










K dalšímu statistickému testování patřilo sestavení histogramů se Shapiro-
Wilcoxonovým testem. Pomocí nějž byla určena normalita, tedy nulová hypotéza. Data 
se k hodnotě výsledku testu jedna opět jen blížila u skupiny K. Výsledkem těchto histogramů 
bylo, že data normálně rozložena nejsou, a normalitu nesplňují. Jelikož je nulová hypotéza 
zamítnuta, byl pro určení statistické významnosti použit Spearmanův korelační koeficient, 




Tabulka 8.: Spearmanovy korelační koeficienty pro jednotlivé experimentální skupiny nanočástic zlata 
Červeně označené koeficienty jsou statisticky významné. Tyto statisticky významné hodnoty automaticky 
vyhodnotil software Statistica pro hladinu významnosti p<0,05 
 
 
24 hodin K Uz Au Uz+Au Au+Uz 
K 1,000000 0,147475 0,082067 0,069860 0,032953 
Uz 0,147475 1,000000 -0,083535 0,107046 0,225603 
Au 0,082067 -0,083535 1,000000 0,413028 0,518675 
Uz+Au 0,069860 0,107046 0,413028 1,000000 -0,207943 
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48 hodin K Uz Au Uz+Au Au+Uz 
K 1,000000 0,040658 0,102158 0,001303 0,096678 
Uz 0,040658 1,000000 -0,254580 -0,007491 0,200277 
Au 0,102158 -0,254580 1,000000 0,351418 0,373294 
Uz+Au 0,001303 -0,007491 0,351418 1,000000 -0,094995 
Au+Uz 0,096678 0,200277 0,373294 -0,094995 1,000000 
 
72 hodin K Uz Au Uz+Au Au+Uz 
K 1,000000 0,131781 0,042283 0,099161 0,007893 
Uz 0,131781 1,000000 -0,022876 0,261521 0,145569 
Au 0,042283 -0,022876 1,000000 0,098527 0,279432 
Uz+Au 0,099161 0,261521 0,098527 1,000000 0,211669 
Au+Uz 0,007893 0,145569 0,279432 0,211669 1,000000 
 
 
Po 24 hodinách vyšly hodnoty Spearmanova korelačního koeficientu statisticky 
významné pro experimentální skupiny Uz a Uz+Au, Uz a Au+Uz. Po 48 hodinách zůstávají 
statisticky významné hodnoty stejné, jen s pozměněnými číselnými hodnotami. Tedy opět 
jsou statisticky významné experimentální skupiny Uz a Uz+Au, Uz a Au+Uz. Po 72 hodinách 
však statisticky významné hodnoty nevyšly u žádné z experimentálních skupin. 
Pro srovnání všech skupin v hodnotě viability mezi sebou byl použit neparametrický 
Mannův-Whitneyův U test. Zde je nulová hypotéza H0 statistická shoda v hodnotě viability. 
Opět jsou v tabulkách automaticky vyhodnoceny červené statisticky signifikantní rozdíly 
pro p<0,05. Výsledky Mannova-Whitneyho testu nám ukazuje Tabulka 9. 
 
 
Tabulka 9.: Mannův-Whitneyův test pro jednotlivé experimentální skupiny nanočástic zlata 
Červené hodnoty zde vyznačují statisticky signifikantní rozdíl (p<0,05), jde o vzorky po 24, 48 a 72 
hodinách od provedení experimentu 
 
24 hodin K Uz Au Uz+Au Au+Uz 
K 1,000000 0,000000 0,385838 0,461165 0,000000 
Uz 0,000000 1,000000 0,000178 0,947417 0,000081 
Au 0,385838 0,000178 1,000000 0,555269 0,000000 
Uz+Au 0,461165 0,947417 0,555269 1,000000 0,000418 





48 hodin K Uz Au Uz+Au Au+Uz 
K 1,000000 0,000000 0,011489 0,596282 0,000000 
Uz 0,000000 1,000000 0,001318 0,641763 0,000005 
Au 0,011489 0,001318 1,000000 0,511933 0,000000 
Uz+Au 0,596282 0,641763 0,511933 1,000000 0,000000 







72 hodin K Uz Au Uz+Au Au+Uz 
K 1,000000 0,000006 0,000000 0,000000 0,000000 
Uz 0,000006 1,000000 0,001276 0,001130 0,000000 
Au 0,000000 0,001276 1,000000 0,121428 0,000003 
Uz+Au 0,000000 0,001130 0,121428 1,000000 0,003801 
Au+Uz 0,000000 0,000000 0,000003 0,003801 1,000000 
 
 
Hodnoty znázorněné červenou barvou znamenají, že se nulová hypotéza Mannova-
Whitneyova testu zamítá. V případě u experimentálních skupin testovaných s nanočásticemi 
zlata lze konstatovat, že platí hypotéza H1, tedy že jsou jednotlivé experimentální skupiny 
rozdílné. Nulová hypotéza testu byla potvrzena u experimentálních skupin K a Au, 
K a Uz+Au, Uz a Uz+Au, Au a Uz+Au po 24 hodinách, u experimentálních skupin 
K a Uz+Au, Uz a Uz+Au, Au a Uz+Au po 48 hodinách a u experimentální skupiny Au 






6.2.3 Nanočástice zinku 
 
 
Prvním pokusem bylo nutné stanovit vhodnou koncentraci nanočástic zinku 
pro provedení experimentů. Opět se dle logického uvážení testovalo množství 20 μl, 40 μl, 70 
μl, 100 μl a 130 μl nanočástic zinku. Po 48 hodinách se ukázalo, že poloviční množství 
hodnoty viability zůstalo u hodnoty 15 μl. Graf 12 a Graf 13 ukazuje klesající viabilitu 




















Graf 12.: Krabicový graf množství nanočástic zinku 
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Graf 13.: Sloupcový graf mediánu množství nanočástic zinku 
 
U každé experimentální skupiny byly stanoveny základní statistické parametry, jako 
jsou medián, průměr, minimum, maximum a směrodatná odchylka. Výsledky těchto 
parametrů nám ukazuje Tabulka 10. 
 
Tabulka 10.: Popisné statistiky jednotlivých experimentálních skupin pro nanočástice zinku 
Čas Parametry K Uz Zn Uz+Zn Zn+Uz 
  Median 100,26 71,27 87,86 23,37 44,50 
  Průměr 100,21 72,27 71,72 23,79 50,53 
24 hodin Minimum 92,87 39,46 21,03 13,24 19,46 
  Maximum 106,89 113,78 112,11 37,66 76,96 
  Směr.odch. 2,62 16,67 25,03 5,17 14,95 
  Median 100,00 65,50 58,30 13,08 41,47 
  Průměr 100,33 67,83 59,30 14,70 45,53 
48 hodin Minimum 89,75 35,75 18,81 9,44 11,68 
  Maximum 108,44 108,35 93,67 31,04 70,13 
  Směr.odch. 3,04 16,49 16,05 3,84 14,39 
  Median 100,00 71,38 57,60 12,40 41,43 
  Průměr 99,23 72,41 51,03 14,49 43,10 
72 hodin Minimum 76,04 46,82 7,75 7,68 10,13 
  Maximum 126,11 100,87 98,12 39,47 79,49 
  Směr.odch. 8,81 15,72 20,12 4,87 16,11 
 
 
Pro srovnání všech experimentálních skupin byly také v jednotlivých dnech sestaveny 
krabicové grafy, u kterých se může také sledovat rozdíl mezi danými pokusy. Pokles viability 
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jako předcházející den. Hodnota viability byla opět vztažena k danému času hodnocení vždy 
vůči kontrole, která je 100%. Ve skupině Ultrazvuk se i zde po 48 hodinách viabilita snížila 
a po 72 hodinách se opět srovnala. Rozdíly mezi experimentálními skupinami ukazuje Graf 
14 a Graf 15. 
 
 
Graf 14.: Krabicové grafy hodnot viability v časech 24, 48 a 72 hodin pro experimentální skupiny nanočástic 
zinku 
 
Maximální pokles viability byl sledován u experimentální skupiny ovlivněné 
ultrazvukem a po ozvučení následovaným přidáním nanočástic zinku (Uz+Zn). Největší 
pokles viability se dostavil po 48 hodinách. Po 72 hodinách byl pokles už jen zcela minimální. 
Poklesy viability můžeme vidět ihned po 48 hodinách u všech experimentálních skupin. 
Experimentální skupiny Uz+Zn a Zn+Uz se vzájemně od sebe odlišují zhruba o 14 %. 
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Dalších statistických výsledků bylo dosaženo sestavením histogramů se Shapiro-
Wilcoxonovým testem pro každou experimentální skupinu zvlášť. Zde vyšla data opět 
s rozložením nenormálním. Výsledkem tedy opět je, že data předpoklad normality nesplňují, 
a proto byl pro určení statistické významnosti použit Spearmanův korelační koeficient. Jeho 
výsledky znázorňuje Tabulka 11.  
 
 
Tabulka 11.: Spearmanovy korelační koeficienty pro jednotlivé experimentální skupiny nanočástic zinku 
Červeně označené koeficienty jsou statisticky významné. Tyto statisticky významné hodnoty automaticky 
vyhodnotil software Statistica pro hladinu významnosti p<0,05 
 
 
24 hodin K Uz Zn Uz+Zn Zn+Uz 
K 1,000000 0,045062 -0,180074 -0,182129 -0,018752 
Uz 0,045062 1,000000 -0,161288 -0,014114 0,627619 
Zn -0,180074 -0,161288 1,000000 -0,027034 0,015851 
Uz+Zn -0,182129 -0,014114 -0,027034 1,000000 0,055150 





48 hodin K Uz Zn Uz+Zn Zn+Uz 
K 1,000000 -0,016037 -0,084934 0,103633 0,057577 
Uz -0,016037 1,000000 -0,123036 0,221200 0,759310 
Zn -0,084934 -0,123036 1,000000 0,060262 0,096246 
Uz+Zn 0,103633 0,221200 0,060262 1,000000 0,046200 
Zn+Uz 0,057577 0,759310 0,096246 0,046200 1,000000 
 
72 hodin K Uz Zn Uz+Zn Zn+Uz 
K 1,000000 0,030450 0,075162 -0,034438 -0,025094 
Uz 0,030450 1,000000 -0,726769 -0,094972 0,425974 
Zn 0,075162 -0,726769 1,000000 0,024734 -0,144002 
Uz+Zn -0,034438 -0,094972 0,024734 1,000000 0,006272 
Zn+Uz -0,025094 0,425974 -0,144002 0,006272 1,000000 
 
 
Červeně označené koeficienty jsou statisticky významné. Tyto statisticky významné 
hodnoty Spearmanova korelačního koeficientu automaticky vyhodnotil software Statistica pro 
hladinu významnosti p<0,05. Po 24 hodinách vyšla statisticky významná pouze jedna dvojice 
experimentální skupina, a to Uz a Zn+Uz. Po 48 hodinách zůstala statisticky významná opět 
stejná dvojice experimentální skupina jako u předcházejícího dne, tedy Uz a Zn+Uz. 
Po 72 hodinách se statisticky významnými staly experimentální skupiny dvě. Sem můžou být 
v tom případě zahrnuty experimentální skupiny Uz a Zn, Uz a Zn+Uz. 
Pro srovnání všech experimentálních skupin v hodnotě viability mezi sebou byl použit 
neparametrický Mannův-Whitneyův U test pro nezávislá data. Zde je nulová hypotéza H0 
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statistická shoda v hodnotě viability. Opět jsou zde označeny červeně statisticky signifikantní 
rozdíly pro p<0,05. Výsledky Mannova-Whitneyova testu ukazuje Tabulka 12. 
 
 
Tabulka 12.: Mannův-Whitneyův test pro jednotlivé experimentální skupiny nanočástic zinku 
Červené hodnoty zde vyznačují statisticky signifikantní rozdíl (p<0,05), jde o vzorky po 24, 48 a 72 
hodinách od provedení experimentu 
 
 
24 hodin K Uz Zn Uz+Zn Zn+Uz 
K 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 
Uz 0,000000 1,000000 0,673501 0,000000 0,000001 
Zn 0,000000 0,673501 1,000000 0,000000 0,000098 
Uz+Zn 0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000 




48 hodin K Uz Zn Uz+Zn Zn+Uz 
K 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 
Uz 0,000000 1,000000 0,049976 0,000000 0,000000 
Zn 0,000000 0,049976 1,000000 0,000000 0,001347 
Uz+Zn 0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000 




72 hodin K Uz Zn Uz+Zn Zn+Uz 
K 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 
Uz 0,000000 1,000000 0,000241 0,000000 0,000000 
Zn 0,000000 0,000241 1,000000 0,000000 0,096901 
Uz+Zn 0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000 
Zn+Uz 0,000000 0,000000 0,096901 0,000000 1,000000 
 
 
Hodnoty znázorněné červenou barvou znamenají, že se nulová hypotéza Mannova-
Whitneyova testu zamítá. V případě u experimentálních skupin testovaných s nanočásticemi 
zinku lze konstatovat, že platí hypotéza H1, tedy že jsou jednotlivé experimentální skupiny 
rozdílné. Nulová hypotéza testu byla potvrzena pouze u experimentální skupiny Uz a Zn 






7.1  Ultrazvukové pole 
 
 





 a 2 W.cm
-2. Terapeutický ultrazvukový přístroj byl nastaven na 1 MHz 
při kontinuálním režimu. Všechna získaná data byla zaznamenána do tabulek. Každé měření 
probíhalo pětkrát. Hydrofon byl zasouván přes plexisklo ve vertikální poloze. Tato měřící 
poloha byla zvolena z důvodu rozměrů hydrofonu a ultrazvukového pole v podobě vodní 
lázně. V případě horizontálního uspořádání byly měřené hodnoty napětí na hydrofonu 
stanoveny experimentálně na 60% hodnoty při vertikálním uspořádání. Ze všech měření byl 
pak počítán průměr, medián, průměrná odchylka, směrodatná odchylka a akustický tlak. 
U relativních odchylek bylo určeno dále její maximum a minimum. Největší extrém mezi 
maximem a minimem byl zřetelný u intenzity 2 W.cm-2, kde byl 11,2% a nejmenší extrém 
mezi maximem a minimem byl u intenzity ultrazvuku 1,5 W.cm
-2
, kde byl pouze 4,3%.
 
Medián byl vybrán právě z důvodu toho, že jeho výsledky nejsou tak ovlivněny extrémními 
a odlehlými hodnotami jako u průměru. Z výsledků akustického tlaku byly sestaveny dva 
grafy. První graf zaznamenával řez ve směru osy měniče, na kterém byla patrná hranice mezi 
blízkým a vzdáleným polem. V blízkém poli dochází ke vzniku maxim a minim akustického 
tlaku a ve vzdáleném poli už jen k mírnému poklesu. Z mých výsledků je patrné, že v blízkém 
poli ke vzniku maxim a minim nedošlo. Může to být způsobeno tím, že z důvodu nepoužití 
absorpčního materiálu, došlo k odrazům ultrazvukových vln. Druhým důvodem může být to, 
že ultrazvukové pole nebylo proměřeno bod po bodu, ale s centimetrovým odstupem. V mých 
pokusech se hranice vyskytovala zhruba ve vzdálenosti 8,34 cm od měniče. Proto 
pro ozvučování buněk byla vybrána vzdálenost 3 cm od měniče. Výsledek práce tedy 
koresponduje s teorií od Obraze [4]. Jeho teorie uvádí, že se hranice mezi blízkým 
a vzdáleným polem vyskytuje v oblasti, kde již nedochází ke střídání maxim a minim 
při vyzařování ultrazvuku. Tyto maxima a minima se vyskytují v těsné blízkosti ultrazvukové 
hlavice při detailním proměření ultrazvukového pole. Druhý graf zobrazuje boční řez 
od měniče, kde můžeme sledovat jak velký je akustický tlak v těsné blízkosti měniče a jak 
se vzdáleností klesá. Toto klesání je patrné když se od měniče vzdalujeme z boku i v jeho ose. 
Z tohoto grafu je také patrné, že ultrazvukové pole je symetrické. Některé jeho odchylky 
mohly být způsobeny vznikem interferencí vyzařovaných ultrazvukových vln, uchycením 
ultrazvukové hlavice, další chybou mohlo být ruční ponoření hydrofonu do navrtaných otvorů 
v plexiskle. K odchylkám mohly přispět také chyby přístrojů nebo bubliny v ultrazvukové 
vaně. A posledním zpracováním zde byla tabulka s akustickým tlakem, která znázorňuje 
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7.2  Stanovení viability buněk 
 
 
Použití ultrazvuku jako podpůrného faktoru při léčbě s efektem cíleného transportu 
léčiv je dobře známý a běžně se používá. Při zkoumání vlivu působení ultrazvukového pole 
a daného typu metalických nanočástic na nádorové buňky kožního melanomu bylo zjištěno, 
že zpracovaná data potvrzují možnost, že mezi nimi existuje kombinované působení.  
Pro jednotlivé pokusy byly použity tři typy metalických nanočástic, a to nanočástice 
stříbra, zlata a zinku. Pro každou tuto skupinu bylo v první řadě nejdůležitější zjistit, jaké 
množství nanočástic použít. Zvolené množství nanočástic stříbra bylo vybráno především 
dle dřívějších výzkumů a také dle logického uvážení. Proto se testovalo pro nanočástice 
stříbra množství od 0,5 po 2,5 μl, pro nanočástice zlata od 20 po 130 μl a pro nanočástice 
zinku stejné množství jako pro nanočástice zlata, tedy od 20 po 130 μl. Po 48 hodinách bylo 
určeno IC50, dle kterého se vybralo množství pro testování, jak budou nádorové buňky 
reagovat s daným množstvím metalických nanočástic a působením ultrazvukového pole. 
Viabilita nádorových buněk se testovala při množství 1,5 μl nanočástic stříbra, 49 μl  
nanočástic zlata a 15 μl  nanočástic zinku zásobního roztoku na jednu jamku, tedy na 200 μl 
média buněk, kterých bylo 5.104. 
Hodnoty viability klesaly s časem a to zejména ve skupinách samotné nanočástice, 
po ozvučení buněk a následném přidání nanočástic a také u experimentální skupiny, kde 
k buňkám byly nejprve nanočástice přidány a až poté ozvučeny. Skupiny s nanočásticemi 
stříbra a zlata se chovaly obdobně s tím rozdílem, že u nanočástic stříbra došlo 
k maximálnímu poklesu u experimentální skupiny ozvučených buněk, ke kterým bylo 
následně přidáno dané množství nanočástic zlata (Uz+Ag). U pokusů s nanočásticemi zlata 
došlo k maximálnímu poklesu viability u experimentální skupiny vzorku, ke kterému 
se nejdříve nanočástice zlata přidaly a až poté ozvučily (Au+Uz). Experimentální skupina 
zinku se chovala zcela jinak než předešlé dvě. Zde se u buněk hodnota viability snížila 
po 48 hodinách, ale po 72 hodinách už viabilita dále neklesala. K největšímu poklesu došlo 
po 48 hodinách a po 72 hodinách už pokles nebyl zcela patrný. K maximálnímu poklesu 
viability zde došlo u vzorku, který byl nejprve ozvučen a až poté k němu byly přidány 
nanočástice zinku (Uz+Zn). 
Při srovnání hlavních statistických parametrů, tedy mediánu, průměru, minima, 
maxima a směrodatné odchylky je patrné, že se zcela odlišují. Pro moje statistické zpracování 
bylo vhodnější použít spíše medián než průměr z důvodu toho, že medián není tolik ovlivněn 
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extrémy a odlehlými hodnotami. Nejvíce se medián od průměru odchyloval u skupiny 
nanočástic zlata, kde se hodnoty lišily až o 19% a maximální rozdíl mezi maximem 
a minimem byl u experimentální skupiny zinku, kde byl rozdíl o 120%. 
Pro určení normality byly sestaveny histogramy se Shapiro-Wilcoxonovým testem. 
Závěrem tohoto testování bylo to, že data nejsou rozložena normálně a jejich statistická 
významnost byla proto vyhodnocena pomocí Spearmanova korelačního koeficientu. 
Pro srovnání všech skupin mezi sebou byl použit Mannův-Whitneyův U test 
pro nezávislá data, kde se využila hladina významnosti p<0,05. U skupiny Ag byla data 
po 24 hodinách všechna se statisticky signifikantním rozdílem. Po 48 a 72 hodinách byla 
skupina Ag a Ag+ Uz bez statisticky signifikantního rozdílu. U experimentální skupiny zlata 
bylo bez statisticky signifikantního rozdílu více experimentálních skupin. Po 24 hodinách 
byly se statisticky signifikantním rozdílem skupiny K a Uz, K a Au+Uz, Uz a Au, Uz 
a Au+Uz, Au a Au+Uz, Uz+Au a Au+Uz. Po 48 hodinách se k těmto experimentálním 
skupinám přidala také skupina K a Au a po 72 hodinách se staly se statisticky signifikantním 
rozdílem všechny experimentální skupiny kromě Au a Uz+Au. U skupiny zinku 
se po 24 hodinách staly statisticky významné skupiny všechny kromě Uz a Zn. 
Po 48 hodinách už jsou statisticky signifikantní všechny experimentální skupiny. 
A po 72 hodinách jsou opět všechny skupiny se statisticky signifikantním rozdílem kromě 
skupiny Zn a Zn+Uz.  
Další zveřejněné výsledky od jiných autorů ukazují na toxicitu nanočástic stříbra, která 
je závislá právě na jejich velikosti a na typu použitých buněk [2]. Dalším příkladem toxicity 
nanočástic stříbra jsou pokusy dělané na druhu Daphnia Magna (perlooček), kde docházelo 
k mitotoxicitě [34]. Tato toxicita byla potvrzena i výsledky této práce, protože viabilita 
nádorových buněk klesala jak po 24, 48 i 72 hodinách. Pokud se srovnají získané mediány 
procent viability u experimentálních skupin Ag+Uz a Uz+Ag, jsou si velmi podobné s tím 
rozdílem, že Uz+Ag má viabilitu o něco menší než Ag+Uz. Dalším faktem pozorovaného 
snížení viability, v tomto případě u experimentální skupiny nanočástic v kombinaci 
s ultrazvukem a experimentální skupiny nanočástic stříbra bez ozvučení, je ozvučování 
v blízkém poli. Kvůli toxicitě těchto nanočástic je dobré vzít tuto skutečnost v úvahu 
pro prevenci možných zdravotních rizik spojených s výskytem kovových nanočástic 
v lidském organismu a současném působení ultrazvuku při terapii.  
Výsledky působení terapeutického ultrazvukového pole a nanočástic zlata se také 
prokázaly poklesem viability u nádorových buněk. Z výsledků je patrné, že viabilita 
nádorových buněk klesá, jak u experimentálních skupin vzorku ozvučeném před podáním 
nanočástic zlata, tak i u experimentální skupiny, kde jsou nejprve nanočástice zlata přidány 
a poté teprve ozvučeny. Příkladem, který byl zveřejněn, je působení nanočástic zlata 
na proteiny, které tímto působením mění svou strukturu a funkci, což může vést buď 
k pozitivním nebo negativním účinkům [35]. 
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U otázky, zda jde o kombinované působení nebo o pouhou sumaci výsledků působení 
ultrazvukového pole s metalickými nanočásticemi se přikláním k názoru, že jde 
o kombinované působení. Důkazem může být například to, že vycházejí rozdílné výsledky 
u experimentálních skupin Uz+nanočástice a nanočástice+Uz. Pokud by šlo o pouhou sumaci, 
výsledky by byly téměř totožné. Dalším důkazem, že by nemělo jít o sumaci výsledků je ten, 
že se hodnoty viability po 24, 48 a 72 hodinách měnily. 
U nanočástic zlata je ta výhoda, že u nich nebyla toxicita prokázána a již nyní 
se v lécích a zdravotnických materiálech nacházejí [21]. I když nanočástice zlata nejsou 
toxické, tak byla prokázána jejich aktivita vůči biologickým objektům  [35]. Je proto 
pravděpodobnější, že zlato by nemělo mít na zdravotní stav člověka až tak velký vliv jako 
stříbro. Zlato je předmětem zájmu dalších výzkumných odvětví. Zinek má účinky 
antibakteriální, antibiotické a antifungicidní, proto se již také v medicíně částečně přidává 
například do obvazových materiálů [26].  
Tato studie by mohla být inspirací k použití v medicíně jako aplikace ultrazvukového 
pole a metalických nanočástic pro cílenou terapii. Je však potřeba provést ještě mnoho 




8  Závěr 
 
 
Tato práce se věnuje problematice vlivu terapeutického ultrazvukového pole 
a metalických nanočástic na nádorové buňky. V teoretické části je práce věnována hlavním 
součástem terapeutického ultrazvuku, jeho parametrům a aplikacím, interakci ultrazvukového 
pole s biologickými strukturami a metalickým nanočásticím. 
Cílem diplomové práce bylo vyhodnotit vliv ultrazvukového pole v součinnosti 
s aplikací metalických nanočástic na viabilitu nádorových buněk na základě provedení in vitro 
experimentů. Hlavním úkolem však bylo sestavit návrh ozvučení buněk ultrazvukovým polem 
o různých parametrech v kombinaci s aplikací metalických nanočástic a následné provedení 
testů buněčné viability. Součástí praktické části dále bylo proměření ultrazvukového pole 
a statistické zpracování všech výsledků. 
Pro pokus byly použity buňky kožního melanomu A375 a byla sledována jejich 
viabilita po aplikaci ultrazvuku a metalických nanočástic stříbra, zlata a zinku. V pokusech 
se střídala jejich kombinace v podobě ozvučení vzorku a následném přidání nanočástic 
a vzorek s nanočásticemi, který byl následně ozvučen. Výsledná viabilita buněk se určila 
pomocí mitochondriálního testu MTT.  
Ke generování ultrazvukového pole byl vybrán terapeutický ultrazvuk BTL-07p 
s kruhovým měničem o ploše 4 cm2 a frekvencí 1 MHz. Celkem byla proměřena ultrazvuková 
pole se čtyřmi intenzitami ultrazvuku. Měření probíhala při intenzitách 0,5 W.cm-2, 1 W.cm-2, 
1,5 W.cm
-2
 a 2 W.cm
-2
. V pokusech nebyl použit v ultrazvukové vaně absorpční materiál. 
Pro další pokusy by bylo vhodné použít ultrazvukovou vanu s absorpčním materiálem. 
Z mých měření a sestavených grafů je patrné, že ultrazvukové pole je osově symetrické. 
Maxima akustických tlaků se vyskytovaly v okolí ultrazvukového měniče, jak 
se předpokládalo. Jelikož z výpočtu vyšla hranice mezi blízkým a vzdáleným polem 8,34 cm 
od měniče, pro ozvučování buněk byly vybrány právě 3 cm, aby se zajistila jistota, že 
ozvučování opravdu probíhalo v blízkém poli. Hlavní otázkou pro tuto práci bylo, jak budou 
ovlivněny nádorové buňky kombinovaným působením ultrazvuku a nanočástic oproti 
samotnému ultrazvuku a nanočásticím, a zda by se kombinace ultrazvukového pole 
s metalickými nanočásticemi mohla použít k léčbě onkologicky nemocných pacientů. 
Po vyhodnocení viability nádorových buněk po působení ultrazvukového pole a metalických 
nanočástic bylo patrné, že viabilita těchto buněk postupně po 48 a 72 hodinách klesala 
a výsledné hodnoty viability byly nižší, než při samotné aplikaci ultrazvukového pole 
či metalických nanočástic. Proto by se tento způsob ovlivnění viability nádorů mohl používat 
jako cílená léčba, kdy by vlastní aktivita metalických nanočástic byla podpořena působením 
ultrazvukového pole s efektem maximálního snížení buněčné viability. Největší poklesy 
viability byly patrné u experimentálních skupin nejprve ozvučených nádorových buněk 
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a následném přidání metalických nanočástic stříbra a zinku. U nanočástic zlata byl největší 
pokles viability u experimentální skupiny, kde se nejprve nanočástice zlata přidaly a poté byl 
celý vzorek ozvučen.  
Řada výsledků ukazuje, že aplikace ultrazvuku v kombinaci s nanočásticemi by mohly 
být použity k léčbě onkologicky nemocných pacientů a to s minimálními náklady 
a s minimální zátěží organismu v podobě např. rtg záření či gama záření. Provedená studie 
s výsledky by mohla být přínosem pro další experimenty a zároveň může alespoň okrajově 
popsat bezpečnostní rizika spojená s nechtěnými či náhodnými interakcemi ultrazvukového 
pole a nanočástic v lidském organismu. Vzhledem ke zmíněným faktům se jeví vhodné 
pokračovat v prezentovaných experimentech formou in vivo pokusů. Do budoucna by také 
bylo vhodné použít jiné typy nádorových buněk a další typy metalických nanočástic. Mým 
návrhem by bylo použití nanočástic selenu, které se v dnešní době hodně zkoumají kvůli 
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Seznam použitých symbolů a zkratek 
 
 
A375   Buňky kožního melanomu 
Ag   Stříbro 
Au   Zlato 
ČR   Česká republika 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
FCS   Fetal calf serum 
IC50   Polovina maximální inhibiční koncentrace 
K   Kontrola 
MTT   Mitochondriální test viability 
PAA   The cell culture company 
PET   Polyethylentereftalát 
PBS   Phosphate Buffered Saline – fosfátový pufr 
RPMI   Kultivační buněčné medium 
UV   Ultrafialové záření 
UZ   Ultrazvuk 
WHO   Světová zdravotnická organizace (World Health Organization) 










UZV 0,5 W.cm-2 
UZV 1 W.cm-2 
UZV 1,5 W.cm-2 
UZV 2 W.cm-2 
 
 
